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Introducción 3
1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS PLÁSMIDOS
Las plásmidos son elementos de DNA bicatenario extracromosémicos, que replican
I de forma autónoma y controlada dentro de una célula huésped. Se han encontrado
fundamentalmente en organismos procariéticos y en algunos eucariotas inferiores; La mayoría
I de los plásmidos caracterizados hasta la fecha son moléculas circulares de DNA, aunque1~
también se han aislado formas lineales de éstos en algunas especies de bacterias gram(+) y
I gram(—) (Hinnebush y Tilli, 1993). Los plásmidos no son esenciales para la supervivencia
de la célula hospedadora, excepto en determinados ambientes donde genes plasmfdicos le
confieran alguna ventaja selectiva, como resistencia frente a determinados antibióticos,
metales pesados o irradiación. En algunos casos, la producción plasmídica contribuye con
los procesos de fijación del nitrógeno atmosférico, formación de vacuolas de gas o
degradación de compuestos químicos como tolueno y alcanfor. En otros casos, la síntesis de
I endonucleasas de restricción y de toxinas específicas del plásmido puede tener efectos
negativos en el huésped, como por ejemplo, la inducción de tumores en plantas superiores.
Desdé cl punto de vista medioambiental, los plásmidos bacterianos contribuyenU ampliamente en la diseminación horizontal de genes entre diferentes microorganismos (ya
sean de la misma especie o, dada la capacidad replicativa de algunos, entre especiesU distintas), promoviendo así el mantenimiento de la biodiversidad. Este hecho se basa en que
muchos plásmidos poseen la información necesaria para movilizarse conjugativamente desde1 una cepa donadora a otra receptora. Por otro lado, existen algunos organismos que en
I determinadas condiciones alcanzan un estado de competencia natural permitiendo la inclusiónde estos elementos genéticos, sin que ellos requieran codificar estructuras especiales para
mediar el proceso. Como además, muchos plásmidos poseen capacidad para integrarse en¡
otros replicones e incluso en el cromosoma del huésped, al escindírse pueden llevar consigo¡ secuencias que luego serán reconocidas y expresadas en el próximo hospedador,
conduciéndole a rearreglos genéticos drásticos. De esta forma la diseminación plasmídica
natural adquiere una trascendencia evolutiva, además de ecológica.
3 Dado que se trata de elementos dispensables para la célula, los plásmidos constituyen
un material manipulable para estudiar mecanismos que en el cromosoma sedan más
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complejos de practicar, como por ejemplo, interacciones entre proteínas y DNA o RNA,
topología y replicación del DNA, control de la expresión génica, etc. Uno de los papeles más
importantes que tienen estos replicones, tanto para la Biología Molecular como para la
Biotecnología, es el poder ser utilizados como vectores de clonaje de diferentes genes y
secuencias especiales, facilitando al investigador muchas tareas experimentales, así como
permitiendo a la industria numerosos recursos como herramientas en la síntesis de
compuestos biológicos.
La replicación y el mantenimiento de los plásmidos en la población se consigue
independientemente del cromosoma bacteriano, aunque bioqufmicamente dependen de vanas
proteínas codificadas por él. Están presentes en un número de copias determinado y controlan
su propia replicacién mediante la codificación de un sistema que regula la iniciación. En
muchos casos, sobre todo si se trata de plásmidos de bajo número de copias, poseen sistemas
de estabilización, que le aseguran un reparto equitativo entre las células hijas durante la
división celular.
2. MECANISMOS DE REPLICACIÓN PLASMfl)ICA
La replicación es el mecanismo mediante el cual las moléculas de DNA (o de RNA,
en ciertos virus) se dividen para formar moléculas idénticas a las originales. Para los
plásmidos, este proceso es de vital importancia, ya que del éxito replicativo dependerá en
gran medida su mantenimiento en la célula huésped. Los mecanismos de replicacién
conocidos basan sus diferencias en el modo de iniciar la replicación y en las distintas J
estructuras que adoptan los intermediados replicativos. Existen cuatro mecanismos generales
de replicación plasmfdica: replicación tipo theta, replicación por desplazamiento de hebra, J
replicacián dirigida por proteínas terminales y replicación tipo círculo rodante (Kornberg y J
Balcer, 1992). A este último será al que le dediquemos mayor atención, ya que es el
empleado por el plásmido pMV1S8 objeto de nuestro trabajo, centrándonos sobre todo en la
síntesis de la cadena retrasada, puesto que constituye el objetivo a estudiar en esta Tesis.
Una de las reglas básicas de la replicacién, es que las DNA polimerasas (responsables 2
2
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directas de la sfntesis del DNA), no pueden iniciar por sí solas el proceso replicativo,
necesitando estar acopladas a un extremo Y-OH de un DNA, un RNA o una proteína, queu
oficie como cebador de la síntesis. En el caso de ser necesario un RNA cebador o ‘primer”
(pRNA), los enzimas encargados de su elaboración son la RNA polimerasa (RNAP) o la
primasa, codificadas por el huésped o por el plásmido.
2.1. Replicación tipo theta (O)
La replicación tipo O es característica de la mayoría de las plásmidos circulares de
I bacterias gram(-), aunque también ha sido descrita para plásmidos del grupo deincompatibilidad Jncl8 de bacterias gram(+) (Bruand y cois., 1991). Es empleada por el
cromosoma de las bacterias y por los cromosomas de células eucariotas, así como para lau
replicacién de numerosos bacteriófagos y virus cucarióticos. La iniciación de la replicación
en cada uno de estos sistemas tiene lugar en uno o varios sitios específicos, denominados1
orígenes de replicación (oriD. En general los plásmidos contienen un solo oh, aunque existen
casos como RÓK que tiene tres (oit a, ¡3 y y) localizados en un fragmento de 4 kb (Crosa,u
1980) o el plásmido F (replicón RepF1A) que posee dos (oriS y oriV) ubicados muy cerca
I uno de otro (Kornberg y Baker, 1992). La replicacién tipo e implica la separación de lashebras parentales del DNA en la región del orí y la sfntesis de un RNA cebador, que será
I el que proporcione el grupo Y-OH necesario para que las DNA polimerasas de la célulapuedan iniciar el proceso. Dado la naturaleza antiparalela de las hebras de DNA y la3 polaridad en la dirección de síntesis de las mismas (5’ -. 3’>, sólo una de las cadenas de
DNA puede ser sintetizada de forma continua a partir del oh (cadena líder), mientras que3 la otra tiene que ser sintetizada de forma discontinua, como fragmentos pequeños de unas 2
kb de longitud denominados “fragmentos de Okasald’, generados a partir de varios “primer’¡ sucesivos (cadena retrasada). Como consecuencia, la síntesis de ambas cadenas de DNA
acurre de forma acoplada entre ellas (Selick y cois., 1987; McHenry, 1988).
La dirección de la replicación puede darse en uno o en ambos sentidos, dependiendo
I del replicón, pero en todos los casos los intermediarios replicativos exhiben una morfología
característica al microscopio electrónico, tipo e, debido a la separación de las hebras
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parentales y al avance de la horquilla de replicación. Una vez completada la síntesis de
ambas cadenas, es necesario la acción de las topoisomerasas bacterianas para la resolución
de los catenanos resultantes y separación de ambas moléculas de DNA. Los plásmidos que J
replican por este mecanismo, pueden dividirse en dos grupos según dependan o no de la
DNA polimerasa 1 para la iniciación de ]a cadena líder.
2.1.1. Replicones dependientes de la DNA polimerasa 1
Este grupo está representado por el plásmido ColE 1 de Escherichia coil y depende
de la RNAP del huésped para la síntesis del RNA cebador de la cadena líder (o un precursor
de éste) y de la DNA polimerasa 1 para iniciar la síntesis del DNA (Staudenbauer, 1978;
Kornberg y Baker, 1992; Marians, 1992). En CoIEl, además, se requiere la acci6n de la
kNasa H de la bacteria para el procesamiento de este pRNA (Itoh y Tomizawa, 1980). La
desnaturalización inicial en el oh tiene lugar como consecuencia de la transcripción de esta
molécula de RNA. Una vez iniciado el proceso, la replicacién transcurre unidireccionalmente
(Tomizawa y coN., 1974) a cargo de la DNA polimerasa III (HE), quedando expuesto, a
medida que avanza la horquilla de replicaci6n, el sitio requerido para el ensablaje del
prirnosoma (SSO en la otra hebra del DNA. A partir de aquí tendría lugar la síntesis de la
cadena discontinua del plásmido, ya que el primosoma se transiocarfa en dirección 5’ -. 3’
desenrollando la hélice de DNA y sintetizando los “primer” necesarios (Béldicke y cols.,
1981; Masai y cols., 1990). La replicacién se detiene a una distancia de 17 pb “corriente J
arriba” del sitio de iniciación de la cadena líder, debido a la presencia de señales de
terminación en el DNA denominadas terH (DasGupta y cois., 1987). Entre los plásmidos que
utilizan este mecanismo de replicacién se encuentran CoIEl y su derivado pBR322. Se ha
visto también, que un plásmido relacionado, pMB1, inicia su replicaci6n en una posición j
idéntica a la descrita para CoIEl (Bolivar y cois., 1977).
Dentro de este grupo existen una serie de replicones que, además de depender de la
DNA polimerasa 1 del huésped, codifican una proteína Rep necesaria para la iniciación dc j
la replicación. Esta proteína se une a la región del oil y sintetiza un único “primer”
(ppApGpA) que es utilizado por la DNA polimerasa 1 para iniciar la cadena líder del
plásmido (Takechi y cols., 1995). Como representantes de este subgrupo se pueden señalar
los plásmidos Co1E2 y Co1E3 de E. cok (Yasueda y cois., 1989) y los plásmidos de la familia
~1
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de pAMfllde bacterias gram(+) (Brantl y cols., 1990), aunque en este último caso no se
conoce exactamente la función de la proteína Rep (Bruand y cols, 1993).
2.1.2. Replicones independientes de la DNA polimerasa 1
Los plásmidos pertenecientes a este grupo son independientes de la acción inicial de
I la DNA polimerasa 1 y codifican una protefna iniciadora de la replicación (Rep) que se une1~
a secuencias directamente repetidas del ori(iterones) formando un complejo nucleoproteico
que facilita la apertura de las hebras del DNA en una región adyacente, rica en secuencias
A+T. El orí conflene además, dos o más sitios para la unión del complejo DnaiB/DnaC y
I de la proteína DnaA (Bramhill y Komberg, 1988). Una vez que se inicia la síntesis en una
o en las dos hebras del DNA, la replicacién continúa hasta el final en un proceso catalizado
U par la DNA polimerasa III (HE) y otros factores del huésped que integran el replisoma. En
el plásmido Rl, las interacciones de RepA en el origen de replicación promueven la entrada
I de la primasa, la cual sintetiza el RNA cebador de la cadena lfder, en un sitio localizado 400
pb “corriente abajo” del oh (Masal y Arai, 1989). Este sitio se encuentra en un entorno
I homólogo a la región que actúa como origen de la cadena complementaria en el fago G4 y
también se requiere la presencia de SSB para dar inicio a la replicación. Por eso se piensa
que, al igual que en 04, solamente la primasa del huésped sea la responsable de la síntesis
del “primer” en esta cadena (Komberg y Baker, 1992; Giraldo y cois., 1993). La
terminación de la replicación se produce en regiones específicas del plásmido en donde
determinados factores bacterianos pueden unirse y detener la horquilla de replicación
I (Kuempel y cois., 1989). Uno de los ejemplos mejor estudiados lo constituye el sistema
I ter,’rus del plásmido R6K (Bastia y cois., 1981), en donde la unión de la proteína Ter delhuésped al sitio tus del plásmido interfiere con la actividad helicasa del replisoma, deteniendo
así el avance del complejo replicativo (Manna y cois., 1996).
Además de los elementos mencionados, existen otras protefnas yio secuenciasu nucleotídicas que colaboran en la formación del complejo nucleoproteico en el origen y, por
I consiguiente, participan en la iniciación de la replicacién. Por ejemplo, el factor IHF (factorde integración del huésped) induce curvaturas en el DNA y es necesario para la replicación
I de los plásmidos pSC1O1 y RÓK. En pSC101, esta curvatura facilita la interacción demoléculas de DnaA unidas a sitios separados por 200 pb (Stenzel y cois., 1991). En el caso
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de R6K, la unión de uHF parece alterar una secuencia fuera del oh, donde la proteína de J
replicacidn (r) se une, potenciando así la interacción de ir a los iterones del orí (Kelley y J
cois., 1992>. En el plásmido Pilas proteínas “heat shock” estimulan la unión de RepA a sus
iterones (Wickner y cols., 1991; DasGupta y cols., 1993) resultando en la formación del J
complejo de apertura del DNA. La secuencia crr se requiere para la iniciación de la
replicación en el plásmido P4 (Flensburg y Calendar, 1987). Dado que esta secuencia se
1~
encuentra a 3.5 kb del oh y constituye un sitio de unión de la proteína de replicación (Gpa),
se ha propuesto que la uni6n de esta proteína tanto al crr como al mi promueve la formación
de una estructura tipo lazo que conecta ambas regiones activando así la replicación (Ziegelin
y cois., 1993). J
Los representantes más estudiados de este grupo son los plásmidos Rl, R100, R6K, J
RK2, F, Pl y pSC1O1 de E.coli. La replicación del cromosoma bacteriano también tiene
lugar independientemente de la acción inicial de la DNA polimerasa 1 y las proteínas que
intervienen en el proceso son las mismas que utilizan estos plásmidos (a excepción de las
codificadas por ellos mismos). Además, la organización general del oil en estos replicones
se asemeja mucho a la situación encontrada en el origen de replicación del cromosoma de
E.coli (oriQ. Todo esto hace suponer que el mecanismo de replicacién es bastante similar
en ambos casos.
En los dos grupos de plásmidos, la síntesis de la cadena retrasada parece iniciarse a
partir de las secuencias ssi. Estas se han encontrado en los plásmidos ColEl, Co1E2, F,
R100, Rl, pBR322, pACYC177 y CloDF13 (Masal y cok., 1990a; Zipursky y Marians,
1980; van der Ende, 1983), pero no existen aún evidencias claras de su actuación iii vivo j
como señales de iniciación para todos estos replicones. En el plásmido R6K la síntesis de la
cadena retrasada se inicia a partir de una secuencia diferente, en donde tiene lugar la unión
de la proteína DnaA (ver apanado 3.3.1).
2.2. Replicación por desplazamiento de hebra
Este tipo de mecanismo replicativo ha sido descrito para el plásmido del grupo IncQ
J
J
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de Pseudomona aeruginosa, RSF1O1O (Scherzinger y cois., 1991). Este plásmido posee un
I origen de replicacién (oriV) y codifica tres proteínas (RepA, RepB y RepC) que le permiten
una independencia casi total de la maquinaria enzimática del huesped para su replicacián. La
región del miv incluye tres iterones de 20 pb cada uno y una secuencia de 174 pb que
contiene: i) una región rica en residuos G+C, ji) un segmento dc 31 pb rico en secuencias
M A+T, y iii) dos pequeñas estructuras palindrómicas que contienen dos sitios de iniciación,
ortiZ y oriL, ubicados en cadenas opuestas del DNA. La proteína RepC se une a los iterones¡ del oriVy promueve la entrada de la proteína RepA, cuya actividad helicasa 5’ -.3’ consigue
la separación de las hebras del DNA en esta región. De esta forma quedan expuestas las3 secuencias oriR y oriL que pueden ser reconocidas por la primasa RepB. Esta proteína
sintetiza el RNA cebador que es utilizado por la DNA polimerasa III (HE) de la bacteria para
I dar lugar al proceso replicativo del plásmido (Haring y Seherzinger, 1989). La replicacién
se iniciaa partir de uno de estos orígenes, de una manera continua y unidireccional. La hebra
que no es replicada es desplazada formando un lazo en forma de “D’ obteniéndose como
productos finales, una molécula de DNA bicatenario (dsDNA) circular superenrollado y una
I molécula de DNA monocatenario (ssDNA) desplazada que será convertida a dsDNA a partir
del oh de dicha cadena.
2.3. Replicación dirigida por proteínas terminales
Este tipo de replicacién se ha descrito paraplásmidos lineales. Estos plásmidos se han
encontrado en bacterias gram(+) y gram(-), así como en levaduras. Lá estructura de losu
plásmidos lineales puede ser de dos tipos: i) los que poseen una formación de horquilla en
ambos extremos del genoma y ji) los que tienen una proteína unida covalentemente a sus
extremos 5’. Los primeros replican vía la formación de intermediarios concateméricos y los
I segundos lo hacen siguiendo un mecanismo similar al descrito para el fago 029 de Bacillus
subtihs (Salas, 1991), en donde la proteína terminal ejerce la función de cebador de la¡ replicacién en ambas hebras del DNA. La replicación se inicia al interaccionar una proteína
terminal libre con la proteína terminal unida a los extremos 5’ del DNA. En este caso, el
I extremo Y-OH que será usado por la DNA polimerasa del fago, es proporcionado por un
residuo Ser, Tyr o Thr de esta segunda proteína.
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Méndez y cois. (1992) han pYopuesto además, otro mecanismo en el cual, el primer
nucicétido incorporado correspondería al segundo del DNA molde. En este caso, el complejo
de iniciación (formado por la proteína terminal, la DNA polimerasa y el DNA) se deslizaría
hacia atrás sobre la hebra de DNA localizando correctamente el nucleótido en la posición 1
del molde. Por desplazamiento de hebra, se irían incorporando los siguientes nucicétidos
durante la elongación de la cadena. Este mecanismo, denominado “sliding-back”, se ha visto
también, en otros fagos con protefnas terminales, como Cp- 1 de .5. pneumoniae (Martin y
cois., 1996) y GA-1 de B. subtilis (Juana y cois., 1996).
Algunos plásmidos lineales con proteínas terminales unidas a sus extremos 5’ (como
el plásmido pSLA2 de Streptomyces rochel) parecen constituir una excepción al anterior
modelo: su replicacián se produce bidireccionalmente a partir de un origen de replicación
interno. En el caso de pSLA2, los intermediarios de replicación son moléculas dúplex
lineales con extremos 5’ recesivos; los extremos 3’ protuberantes podrían servir como molde
para la síntesis de la cadena retrasada, cuyo “primer” se lo proporcionaría la proteína
terminal unida (Chang y Cohen, 1994).
J
2.4. Replicación tipo círculo rodante (RC)
Este tipo de replicación es característico de plásmidos de pequeño tamaño y alto
número de copias de bacterias gram(+), así como de bacteriófagos de cadena sencilla de
E.coli y de bacteriófagos bicatenarios temperados de la familia de P2 (Gruss y Ehrlich, 1989;
Baas y Jansz, 1988; Bertani y Six, 1988). Además, ya se han encontrado varios ejemplos de
plásmidos que replican vía círculo rodante en bacterias gram(-) (Gielow y cois., 1991;
Gigliani y cols., 1993; Kleanthous y cols., 1991; Yasukawa y cois., 1991), en la espiroqueta
Treponema dendricola (MacDougall y cois., 1992), en las cianobacterias Nostoc, Microcystis
aeruginosa y Plectonema (Perkins y Barnum, 1992) y en la arqueabacteria Pyrococcus abyssi
(Erauso y coN., 1996). Este tipo de replicación se ha descrito también, en germinivirus de
plantas superiores (Stenger y cois., 1991; Saunders y cols., 1991). El modelo de replicación
RC en plásmidos, se basa en el sistema descrito para los colifagos de cadena sencilla (Baas
y Jansz, 1988), en donde se detecté por primera vez esta modalidad replicativa (Gilbert y
J
j
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Dressler, 1968). Aunque los principios del mecanismo RC son iguales para todos ellos,
existen algunas diferencias entre los distintos replicones. Por ejemplo, pueden diferir en la
naturaleza de las proteínas iniciadoras de la replicación de la cadena líder y retrasada, en los
complejos bioquímicos de iniciación y terminación de la replicación, en las estructuras y
secuencias genémicas que actúan como señales para los diferentes procesos, etc.
La replicación de estos plásmidos se realiza de un modo unidireccional ~ asimétrico,
Iya
que la síntesis de la cadena líder y retrasada están desacopladas (Fig. 1). Esta
característica permite dividir su estudio en dos etapas claramente diferenciadas. El
desacoplamiento entre la síntesis de ambas cadenas de DNA requiere que en estos plásmidos
existan dos orígenes de replicacién diferentes, que garanticen el inicio de cada una de ellas:
II) el origen de replicación de la cadena líder o de doble hebra (dso) y ji) el origen de
replicación de la cadena retrasada o de hebra sencilla (sso), desde el cual tiene lugar la
síntesis de la cadena complementaria del plásmido. Aunque esta segunda etapa se haya
denominado “síntesis o replicación de la cadena retrasada’, es preciso aclarar que no se trata
de un proceso análogo al descrito en el mecanismo tipo theta, en donde la sfntesis de esta
cadena se realiza de forma discontinua. En el caso de la replicacién RC, tanto la cadena líder
como la cadena retrasada son sintetizadas de manera continua sobre el DNA molde, a partir
de sus respectivos orígenes de replicación.
a) Renlicación de la cadena líder. La iniciación de la replicacién la lleva a cabo una proteína
Icodificada por el plásmido (Rep), que se une al origen de cadena doble (dso) e introduce un
corte específico de sitio en una de las hebras del DNA [cadena(+)]. En algunos casos, Rep
U permanece unida covalentemente al extremo 5’ de la cadena de corte mediante unión
fosfotirosina (Thomas y cois., 1988; Langeveid y cols., 1978), mientras que en otros, la
U unión al DNA es de tipo transitorio y no covalente (Meyer y <3eider, 1979; Moscoso y cois.,
1995b). Las proteínas Rep actúan en trans, poseen actividad endonucleasa específica y
u
polinucLeotidiltransferasa (corte y cierre). Son esenciales para la replicacién del plásmido y
su sintesis está bien regulada ya que, por lo general, constituye la etapa limitante del proceso
u
replicativo. El ataque mediado por esta proteína genera un grupo 3’-OH que es utilizado
Icomo
cebador por la DNA polimerasa III (HE) del huésped para sintetizar la hebra líder
(Majumder y Novick, 1988). En el plásmido pTlSl se ha visto la participación de una
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helicasa bacteriana en este proceso (Iordanescu y Basheer, 1991). La cadena(+) va siendo
desplazada a medida que se sintetiza la cadena líder, hasta alcanzar la región inicial del dso. J
Como resultado, este DNA monocatenario va adquiriendo una forma típica al microscopio
electrónico (a), por lo que a este tipo de replicación también se le denominó ‘replicacién tipo
u”. A continuación, la proteína Rep produce un segundo corte en la nueva hebra líder y la
posterior ligación de la cadena parental desplazada. Como resultado final de esta primera
etapa en la replicación RC, se obtiene una molécula de DNA bicatenario coñ~p1eta y un
intermediario monocatenario circular (te Riele y cois., 1986). En el caso de los plásmidos
pTlSl y pUB1 10, la cadena recién sintetizada se extiende unos 12 nucleótidos mas allá del
dso reconstruido (Rasooly y Novick, 1993; Maller y cok., 1995). Para la terminación de la
replicacién en pTlSl, Rasooly y Novick (1993) postularon una reacci6n de transferencia de
hebra por una de las subunidades del homodímero de RepC mediante introducción de un
corte en el nuevo dso y unión a Los 12 nt extra. En este caso, además de los productos
mencionados, también se generada una molécula heterodimérica de RepC, inactiva en
replicación y constituida por das subunidades, una de las cuales, RepC*, llevada unida
covalentemente el oligonucleótido. Estos productos se han visto también en la proteína RepU
de pUBliO (Miiller y cols., 1995). Para pC194, Noirot-Gross y cois. (1994), basándose en
el análisis de mutantes en los residuos conservados de la proteína RepA, plantean un
mecanismo de terminación distinto al de pTISl, donde no se desearla una posible
inactivación de la proteína, similar a la que se produce en RepC.
b) Radicación de la cadena retrasada. Para completar la primera ronda de replicación, es
decir, generación de dos moléculas bicatenarias idénticas a partir de una, el ssDNA producto
de la primera etapa, debe ser convertido en una molécula plasmídica bicatenaria. La
iniciación de la cadena complementaria normalmente tiene lugar en una región no codificante
del DNA, físicamente separada del dso, que se caracteriza por su alto potencial para formar
estructuras secundarias. Esta señal, denominada origen (-) ~ sso, es reconocida por los
factores del huésped que mediarán la síntesis del RNA cebador. A excepción de pMV 158 que
contiene dos sso diferentes (ssoA y .ssoU, ver más adelante), estos plásmidos poseen una
única señal específica de conversión ss -. dsDNA (del Solar y cois., 1987a; Gruss y Ehrlich,
1989; van der Lelie y cois., 1989). En varios estudios, muchos de ellos actuales (incluidos J
los de esta Tesis), realizados in vivo e in vitro, se ha demostrado la dependencia total o
J
J
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parcial, de la RNAP en el inicio de la síntesis de la cadena retrasada de todos los plásmidos
analizados (Boe y cols., 1989; Seery y Devine, 1993; Kramer y cols., 1995; Dempsey yu cols., 1995; Seegers y cols., 1995). Se postula que la molécula monocatenaria estaría
cubierta de SSB, excepto en la región del sso, pudiendo ser reconocido por la RNAP. EsteU enzima sintetizaría un ‘primer” que sería elongada por la DNA polimerasa III (HE) basta
I alcanzar el extremo 5’ deI cebador. La DNA polimerasa 1, mediante su actividad exonucleasa5’ -. 3’, escindida este pRNA y rellenarfa la región resultante dejando extremo~ próximos
I para ser ligados por la DNA ligasa de la bacteria (Geider y Komberg, 1974; Díaz y cois.,1994).
tuso
Rep
1.~..
A,
(.4-)
Figura 1. Modelo de repl¡cación tipo circulo rodante. Las líneas de trazo continuo representan las dos hebras
I parentales (+) y (—) del DNA. Las líneas de trazo discontinuo representan las hebras de nueva sfntesis. Laproteína Rep y SSO se simbolizan con ( ) y (á), respectivamente. El mecanismo de replicación tipo círculo
rodante se detalla en el texto.
2.4.1. Origen de replicación de la cadena líder (dso)u El dso u or«+) se encuentra situado comente arriba’ o dentro de la region
I codificante de la proteína Rep. Contiene las secuencias reconocidas por ésta para la iniciacióny terminación de la sfnteis de la hebra líder. El dso puede dividirse física y funcionalmente
3-Oh
Introducción 14
en dos regiones: biná, en donde se une Rep y nie, que incluye el sitio de corte específico (del
Solar y cois., 1993b; Moscoso y cois., 1995a). Estas regiones pueden estar contiguas como
en el caso de pilEl o separadas por decenas de bases como en pMVI58. La región btnd se
compone de una secuencia inversamente repetida (pTlSl) o de dos o tres secuencias
directamente repetidas (iterones) de 5 a 21 pb cada una (pKMK1 y pADB2O1,
respectivamente). A excepción de pUB1 10 (Alonso y cois., 1988), la región nic puede
formar una o dos estructuras tipo tallo-lazo que son fundamentales para la funcionalidad del
origen, ya que el sitio donde Rep induce el corte está localizado en uno de los lazos
monocatenarios de estas horquillas. Estas estructuras se han mapeado por sensibilidad a la
nucleasa Si, ¿it vivo e in vitro, en los plásmidos pMV15S y pTl8l (del Solar y cois., 1987b;
Puyet y cols., 1988; Noirot y cois., 1990). Su formación requiere que el plásmido esté en
forma superenrollada, permitiendo así la extrusi6n de la horquilla y con ella, la secuencia
nucleotídica donde tendrá lugar el inicio de la replicacién. La región nic es muy homóloga
o prácticamente idéntica entre los miembros de la misma familia de plásmidos, mientras que
la región bUid es bastante diferente. Del mismo modo, las proteínas Rep presentan un grado
de identidad muy elevado, aunque también contienen regiones de considerable divergencia.
Pese a la alta homología en el dso y en Rep, no se ha visto que exista complementacién
cruzada in vivo entre los componentes del complejo de iniciación de los plásmidos de una
misma familia, a menos que se sobreproduzca Rep (Projan y Novick, 1988). Esta
observación plantea la posibilidad que las regiones variables, tanto de la proteína Rep como
las del origen de replicación, sean las que contengan los determinantes de especificidad para
el reconocimiento entre ambos elementos (Projan y Novick, 1988).
2.4.2. Origen de replicacién la cadena retrasada (sso) J
Los orígenes de hebra sencilla se encuentran en zonas no codificantes del plásmido
y actúan en el proceso de conversión a dsDNA del ssDNA generado en la primera etapa de
la replicacién. Se han descrito tres grupos principales de sso basados en la homología de su
secuencia y están representados por los encontrados en los plásmidos pTl81, pUBlIO y
pBAAI: ssoA ÓpalA (Gruss y coN., 1987; del Solar y cois., 1987a; Novick, 1989), ssoU
ópalU (Boe y cois., 1989; van der Lelie y cois., 1989), y ssoTópalT(Bron y cois., 1987;
Chang y cols.,1987; Devine y cols., 1989; Meijer y cols.,1995c). Un cuarto tipo desso, con J
una fisiología particular, parece estar representado por el ssoW del plásmido pWVO1 de
J
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Lactococcus lactis (Leenhouts y cols., 1991>. Todos estos orígenes de replicación pueden
distinguirse por su secuencia, por el rango de huésped en que son funcionales y por el efecto
que causa su deleción en el número de copias y estabilidad segregacional del plásmido. Entre
los cuatro grupos hay una homología de secuencia baja, pero en cada caso la secuencia
funcional mínima es relativamente grande (130 a 280 pb) y contiene estructuras
E palindrémicas imperfectas que posibilitan la formación de una o más estructuras tipo tallo-1lazo en cada una de las hebras del DNA. Todos tienen actividad dependiente de onentacion,3 se encuentran “corriente arriba” del dso y dependen, total o parcialmente de la RNAP, para
iniciar la replicación. Si a un plásmido se le deleciona su sso eficiente, acumula grandes
I cantidades de intermediarios ssDNA en este huésped, pero es todavía viable. Dependiendo
del huésped y del plásmido, la delecién del sso puede acompafiarse también de un descenso
I en su número de copias y de inestabilidad segregacional (Gruss y cols., 1987; del Solar y
cols., 1987a; Viret y Alonso, 1988; del Salar y cois., 1993a; Meijer y cois., 1995a; 1995b).3 Algunos plásmidos con replicaci6n RC y su correspondiente sso se resumen en la Tabla 1.
Tabla 1. Plásmidos con replicacién RC y su conespondiente sso.
3S0 PlásmidoT Hospedador original
ssoA pC194t, pS194, pC221c, pEl94t
pOXÓ, pC223, pUBhl2, pT18I0,
pIMl3, pSN2t, pTCS1, pEI2,
Staphytococcus aureus
pU101 Streptomyces Uvidans
pMV 158C Streptococcus agalactiae
ssoU pUBliOt Staphyloeoccus aureus
pMV15Se Sireptococcus agalactiae
pTa9 13~ Bacillus termofílico
ssof pBAA1C, pLS11, pUH1, pTAlO6Ot
pTA10150, pTA1020, pTA10400,
pTA1030, pTA1050,
Bacillus suhtills
pO 12, pTX14-3 Bacillus ¡huringiensis
ssoW pWVO1S pSH7I, pAIl2S, pFX2 Lactococcus ladis
(s) Los plásmidos pertenecientes a cada subgrupo de sso se comentan en el texto. (r) Los autores que aislaron y earaetedzsron estos
replicones se corresponden con los mencionados en la Tabla 2. (e) Plásn,idos a los que se les ha determinado expezimcntMmenle la ftjndón
del sso. Los demás han sido deducidos por homología de secuenela o hibridación con sondas con trn sso determinado.
J
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ssoA: LOS SSO del tipo ssoA funcionan eficazmente sólo en su hospedador original o
en bacterias muy relacionadas (Gruss y coN., 1987; del Solar y cois., 1987a; Gruss y
Ehrlich, 1989). El ssoA está comprendido en una región de 150 a 200 ph donde puede
definirse una secuencia palindrómica imperfecta con potencial para formar una estructura tipo
tallo-lazo, en el ssDNA, con un 70% de sus bases apareadas y energía de formación entre -
60 y -80 kcal/mol (Gruss y cok., 1987). En la base de esta horquilla, hacia el extremo 5’,
se encuentra una secuencia de 15 ¡it (5’-flTATGCCGAGAAAA-3’) muy conservada en la
mayoría de los plásmidos que presentan este tipo de origen (Gruss y cols., 1987; Novick,
1989). Esta secuencia (RSB) se había visto implicada en la formación de cointegrados
plasmídicos por recombinacién homóloga (Novick y cois., 1984a).
pC194 2042 ~
pOXG 166 qCTTTATTCCAATT-~~qctttattqacgttqagcctcgqaac.cc.4Éaacaatcccaaaacttqtcg¿atggtcqgcTTAATAGcrc
pS194 2982 9CTTTATTCC>~TT~~-gctttatttacattqagcctcLgtacccttaacaaacccaaaactÉgÉcgaatqqtcggqcT~TAcTc
pC221 793 ~
pEl94 794 ~
pLSl 4233 ttTTTATTCCA———tqgtctattt—gacaacaaqtaaccaqtqactgccqtcctttgtccg~tqtccqt
0cqa
pC194 ~ 2206
pS194 ~ 2825
pC221 ~ 636
pE194 ~ 637
pLSl ~ 4023
pUBll2 586 ~
p7181 512 ~
pUd 3 995 ~
pSN2 87 ~
pTCS1 1185 ~
pUBll2 AATCCCAat—caaqocca~accaactcqttaataaattaacÉaacac¿cttattattccaac.caataaggaaatTaaaaaTgcg 435
pilal ~ 672
pIMl3 ~ 11 Sl
psM2 ~ 1219
pTCSl ~ 68
J
Figura 2. Comparación de varias secuencias ssoA. Se han alineado 10 secuencias del ssaA de diferentes
plásmidos de &aphylococcus aureus. Se incluye además el ssaA del plásmido pLSI (un derivado de pMVISS)
de &reptccoccus agalaaiae. Só]o se presenta la secueucia (5’—*3’) deJa cadena complementaria ala reconocida
por el huésped como origen de replicación plasmfdieo. Los números indican las coordenadas en la secuenela
del plásrnido. Les corchetes encierran la secuencia del RS~. Los nucleótidos conservados en cada subgrupo de 2plásmidos se presentan en letras mayúsculas (Figura tomada de Novick, 1989).
•2
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El segmento ssDNA que contiene el RSB no es internamente complementario,
presentando entre 30 y 40% de sus bases desapareadas. Existen además otras dos secuencias
conservadas entre el ssoA de unos y otros plásmidos, que permiten subdividirlos en dos
U grupos (Fig. 2). El primero incluye el ssoA de pMV 158, pE194, pC194, pC221, pOX6 ypS 194. En estos plásmidos, además del RSB, se encuentra una secuencia consenso (5’-
TAGCGT-3’) ubicada en la región desapareada del lazo de la barquilla (del Solar y cok.,u 1987a; Novick, 1989). Un segundo grupo de plásmidos, integrado por pUB1’12, pTl8l,
I pIMl3, pSN2 y pTCSL contiene en su ssoA otra secuencia, de 14 nt (5’-
TGGGAflAATCCCA-3’) Localizada alrededor del punto de simetría palindrómico (Novick,
1989). Entre estos dos grupos de plásmidos, no existe relación secuencial alguna aparte del
RSB y la secuencia de bases complementadas a éste hacia el extremo 3’ dcl tallo.
sso U: Los SSO del tipO SSO U son completamente funcionales en huéspedes no
I relacionados como S. aureus (Boe y cols., 1989), B. subtilis (Bron y cols., 1988; Viret y
Alonso, 1988; Roe y cois., 1989; van der Lelie y cois., 1989), L. lactis (Meijer y cois.,
I 19951,) y S. pneumoniae (Kramer y cols., 1995; este trabajo). Mientras los ssos del tipo ssoA
forman un grupo bastante heterogéneo, los representantes del grupo ssoU muestran un alto
I nivel de homología en su secuencia (van der Lelie y cois., 1989; Priebe y Lacks, 1989). A
pesar de que ambos tipos de sso SOfl reconocidos por un mismo factor del huésped, la RNAP,
no existe un grado de homologfa significativo entre ellos. El ssoU se definió en un fragmento
de 270 ¡it para el plásmido pUB1 10 deS. aureus, que contiene tres secuencias inversamente
I repetidas con capacidad de formar tres estructuras tipo tallo-lazo y una secuencia (5’-
I
TI’GCTGA-3’) repetida tres veces (McKenzie y cok., 1986; Viret y Alonso, 1988; Roe y
coN., 1989) (Fig. 3). Toda la región del ssoU se ha visto implicada en la unión del plásmido
M a la membrana de B. subtil¡s durante su replicación (Tanaka y Sueoka, 1983). En el plásmidopMV 158 de Streptococcus agalactiae se encontró una región 99% homóloga al SSO U de
I pUBliO, localizada “corriente arriba” del gen mobM, que actualmente se sabe que funcionacomo origen de replicación de la cadena complementaria del plásmido (Meijer y cok.,
I 1995a; 1995b; Kramer y cois., 1995). También se ha definido la presencia de un sso del tipossoU en el plásmido pTB913 procedente de una especie termofiica de Bacillus (van der Lelie
y cols., 1989).
J
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Figura 3. Secuencia nucleotídica del ssou de pUBliO. Se representa la secuencia funcional mínima del ssoU
en la cadena (+) del plísmido (coordenadas 1523 a 1246). Las posiciones 1487 y 1266 enmarcan la secuenela
mAs larga que no es funcional (medido como incremento de ssDNA in vivo). Las flechas representan las
repeticiones inversas imperfectas en donde cada palíndrome se señala con un mismo número (1-3). El
u’
heptanueleétido subrayado se encuentra repetido tres veces en esta secuencia (Tomado de Boe y cols., 1989).
ssoT: Este tipo de SSO se ha descrito para plásmidos de distintas especies de Bacillus,
en donde se distinguen dos subgrupos muy relacionados, ssoTl y ssoT2, representados por
los plásmidos pTA1040 y pBAA1/pTA1O15 (Seery y Devine, 1993; Meijer y cois., 1995c).
Ambos subgrupos tienen una homología del 77% entre sus secuencias y la posibilidad de J
formar estructuras secundarias similares en el ssDNA. El SSO más estudiado es el de pBAA1
(ssoT2) de B. su/riUs. Está contenido en un fragmento de unos 170 nt, que presenta tres
secuencias palindrómieas con potencial para formar tres estructuras tipo tallo-lazo (Fig. 4).
Mediante análisis de deleciones, inserciones y sustitución de nucleótidos en la secuencia
original del origen, se establecieron las necesidades estructurales yio de secuencia para su J
funcionalidad. Éstas incluyen: i) elementos de la horquilla 1 que están muy conservados entre
los plásmidos con este tipo de sso (motivo 1), y posiblemente un segundo motivo conservado
(motivo II) ubicado el el lazo de la misma; ji) la estructura y la posición relativa (pero no
la secuencia) de la horquilla III, y iii) una secuencia muy conservada (motivo III), ubicada
entre las horquillas II y III. Es necesario que estos tres elementos participen en conjunto, ya
que ninguno por sí solo es capaz de conseguir la actuación óptima del SSO (Seery y Devine, J
1993). El motivo 1 es homólogo a la secuencia pasBH de pBR322 mientras que nueve
nucleótidos del decámero del motivo III tiene homología con secuencias ssi de un amplio
rango de plásmidos de E.coli. Los plásmidos pGl2 de B. th.uringiensis y pUH1 de una
j
J
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estirpe de fi. subtilis industrial presentan una clara homología de secuencia, sobre todo en¡ los tres motivos conservados, lo que sugiere que estos plásmidos contienen un sso del tipo
ssoT2 y que estos motivos tienen bastante importancia en la funcionalidad del mismo (Fig.
I4).
El plásmido pTX14-3 de B. thuringiensis también presenta cierta similitud con los SSO del
grupo ssoT (Madsen y cois., 1993). Al igual que en los casos anteriores (SsaA y sso ti), es
Inecesario
la presencia de la RNAP para dar inicio a la replicacién a partir del sso de pABB1.
Se ha visto que este origen es eficiente en B. subuilis (su huésped original) y en £ aureus
I(Seery
y Devine, 1993). Al subgrupo de plásmidos que contienen un sso del tipo ssoT2
pertenecen también pLS 11, pTA1015, pTA1020 y pTA1060 de B. subtllis. Los miembros
Idel
subgrupo que poseen un ssoTl están representados por los plásmidos pTA1030, pTA1040
y pTA1060 (Meijer y cok., 1995c).
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Figura 4. Comparachin entre los ssoT de pBAAI ‘~‘ pGI2. Se presenta la secuencia y la estmctur~ predicha
por ordenador del fragmento que contiene el sso en los plásmidos pBAAI (arriba) y pGl2 (ab~o). Cada
seeueneía puede formar tres estructuras tipo tallo-lazo. Los recuadros encierran los tres motivos conservados
¡ (M 1, M II y M III). Estos motivos se encuentran presentes en todos los sso del tipo ssoT. (Figura tomada deSeery y Devine, 1994).
u
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SSO 1V: Hasta la fecha, el único sso del tipo ssoW que se ha analizado en detalle, es
el descrito para el plásmido pWVOI de L. lactis. Al igual que el ssoA, este origen de II
replicación es poco funcional en huéspedes como fi. subtil¡s y E. coil (Leenhouts y cols.,
1991). Por homología de secuencias, se ha visto que los plásmidos pSH7l y pDI125 de ¡¡
lactobacilos también tendrían un sso similar (de Vos, 1987; Xu y cols., 1991). El sso de
pWVlO1 está comprendido en un fragmento de 250 nt que contiene dos secuencias ¡¡
inversamente repetidas (IR 1 y IR II) con capacidad de formar dos horquillas en el ssDNA.
Se necesita la presencia de ambas IRs para conseguir la funcionalidad total del origen. Sin 3
embargo, IR 1 por sí sola es capaz de estabilizar un derivado inestable del plásmido,
restablecer su número de copias a un nivel casi original y actuar como señal de conversión 3
(poco eficiente) del ssDNA, siguiendo una ruta independiente de la RNAP (Seegers y cols.,
1995). Esta secuencia es homóloga a la regiónpas de e3(174, implicada en el ensamblaje del 3
primosoma para la síntesis de la cadena retrasada del fago. IR II no tiene actividad por sí
mismo, pero se require para el funcionamiento óptimo del origen. En el caso que ambas ¡¡
secuencias se encuentren presentes es necesario la acción de la RNAP para dar inicio a la
replicación de esta cadena. Esto sugiere la existencia de dos rutas diferentes, en donde la más 3
eficaz depende de IR 1, IR II y RNAP y la segunda sólo depende de la presencia de IR 1
(Seegers y cols., 1995). 3
Además de estos cuatro tipos principales de sso, se han descrito una sede de orígenes 3
de conversión del ssDNA en plásmidos de diversa procedencia, que no presentan homologías
con ninguno de los grupos anteriores. Nos referimos al sso de p8Ol4-2 de Lactobacillus 3
plantarum (Leer y cols., 1992), a los sso de pNostoc, pMA1, pRF1 de cianobacterias, al sso
de pTD 1 de Treponema dendricola (Seery y cols., 1993) y al sso de pKYM aislado de 13
Shigella sonnei, una especie muy relacionada con E. colí y que presenta cierta homología de
secuencia con el sso de colifagos de cadena sencilla (Yasukawa y cols., 1991; Seery y cols., II
1993).
3. MECANISMOS DE INICIACIÓN DE LA CADENA RETRASADA II
‘u
El proceso de conversión ss -> dsDNA se estudió detalladamente y por primera vez
3
3
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en las colifagos de cadena sencilla. El mecanismo de replicacién que siguen estos fagos es3 vía círculo rodante, en el que se distinguen las mismas etapas que para la replicacién de
plásmidos, anteriormente descritas. Al tratarse de fagas monocatenarios es preciso que, una3 vez que infectan la célula, adquieran su forma replicativa (RF) bicatenaria para poder
incrementar su número intracelular y generar nuevas moléculas ssDNA que se exportarán al
I exterior celular. Para ello, y al igual que los plásmidos con replicación RC, utilizan proteínasde la maquinaria celular. En la Figura 5 se esquematizan los mecanismos pnncipales de
iniciación de la cadena retrasada.
¡ Los colifagos de cadena sencilla se dividieron en dos clases basadas en la morfología
de sus representantes: isométricos (o icosaédricos) y filamentosos. Ambas clases contienen
un genoma ssDNA circular y son similares en cuanto al tamaño, estructura y organización
genémica, sin embargo el sistema de infección que emplea cada uno es muy diferente.1 Mientras que los fagos isométricos siguen un ciclo infectivo convencional de adsorción,
reproducción y liberación de partículas hijas después de la lisis del huésped, los fagos
filamentosos no matan a sus células hospedadoras. En este caso la progenie vírica se forma
y libera de manera continua a través de la membrana celular, modificando muy poco el
¡ crecimiento normal del hospedador. Los fagos isométricos se han clasificado en tres grupos
segdn su rango de huésped, especificidad sérica y requerimientos de la célula hospedadora
U para su replicacién (Baas, 1985):
a) 0X174 b) G4 c) St-1
S 13 613 oK
66 G14 a3
U3
Todos los fagos isométricos codifican para la misma serie de 11 proteínas, pero se¡ diferencian bastante en cuanto a la secuencia nucleotfdica y longitud de su genoma. Los fagas
filamentosos se clasifican en tres grupos que difieren según el factor sexual de sus huéspedes3
(Baas, 1985):
a) grupo Ff (fd, fi y M13): Sólo infectan células de E. coli que contengan el factoru F, ya que se adsorben a través de los plil de tipo F.
Introducción 22
b) lf 1: Infectan células de E.coli que contengan plásmidos del grupo de
incompatibilidad 1.
c) Ike: Infectan células de £coli que contengan plásmidos de] grupo de
incompatibilidad N.
A diferencia de los fagas icosaédricos, el tamaño, así como la secuencia nucleotídica en los
fagos filamentosos pertenecientes al mismo grupo, es prácticamente idéntico.
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Figura 5. Sistemas principales de iniciación de la cadena complementaria. Hacia la derecha (en presencia
de SSB), se representan ¡os tres mecanismos especfficos de síntesis del RNA cebador para ¡a replicación de la
cadena retrasada de los fagos M13, G4 y eX174. A la izquierda (en ausencia de SSB), se ilustra el mecanismo
inespecífico de sffites¡s de pR=JAspropuesto por Aral y Komberg (1979). Los orígenes de replicación de cadena
sencilla de cada fago se representan con .Los cuatro mecanismos de sfntesis se detallan en el texto. (Figura
tomada de Kornberg y Baker, 1992).
3.1. Iniciación por primasa
En los fagos isométricos 04, a3, eK y St-1, la conversión de la hebra de DNA viral
monocatenaria a bicatenaria depende de SSB, DNA polimerasa III (HE) y DnaG trimasa)
de E. cok. Este último enzima sintetiza el RNA cebador, dando lugar al inicio de la síntesis
de la cadena complementaria de] fago (Zechel y cols., 1975). Existe un único sitio en el
J
J
J
J
J
J
j
J
J
j
j
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genoma de estos fagos que actda como origen de replicacién de la cadena retrasada (sso). En
G4 esta región se encuentra en un fragmento de 140 nt entre las coordenadas A(3868) y1
A(4007) localizado en la zona intergénica de los genes F y G (Bonché y cols. 1975). El sitio
Ide
iniciación del pRNA en los fagos St-I, oK y cx3 se localizó en un fragmento de 135 nt
entre los genes G y H de cada genoma (Sims y cols., 1979; Benz y cols., 1980). La
secuencia nucleotídica de todos estos orígenes está muy conservada y, en presencia de SSB
1
y nbonucleótidos, la primasa sintetiza un único RNA cebador dc 26 a 28 nucleótidos (Bauché
Iy
cols., 1978; Sims y cols., 1979; Kodaira y cok., 1992) (Fig. 6). Aunque el mecanismo
de síntesis del “primer” en oX174 y 04 es diferente, la señal de iniciación de la cadena
3 retrasada se encuentra en la misma posición del cromosoma. Esta región tiene potencial para
formar dos (en St-1, eK y a3) o tres (en G4) estructuras tipo tallo-lazo, que serán
E
reconocidas por una o dos moléculas de DnaG (Stayton y Kornberg, 1983). La existencia de
estas estructuras secundarias en el SSO del fago 64 se confirmé mediante análisis químico
(Ueda y cois., 1985).
‘it ulA ti CA E U CCGÁ-T GCC-G CGIt C.C
c.c GOC.CTA CG
CA 3 UAC .GGAUGA 5 RNA PRIMERAT (.11:CG uIT TC uAG ¡C.C C G A CC.C A A 1 1C.C ¡ G CGC.C A-T t 6C ¡CC CC UC.C tT CC 1ENDOFGENEF ca C.C 1 A-Y 1 STARTOFGENEGGC G-t d SC
TAACGCAACAAAC.CGTGCCTACGATACATGCCTACTGCAAAGCCAAAAGGACTAACATATGTYCCAGAAATT
Figura 6. Origen de replicacién de la cadena complementaria del fago G4. Se presenta la secuencia
U
nucleotfdica y la estructura secundaria (horquillas 1, II y III) propuesta para el sso de 04. Se presenta también
la secuencia del RNA cebador, generado en un sistema desacoplado de ¡a síntesis de DNA. (Figura tomada de
Kornberg y Baker, 1992).
La horquilla 1 es muy estable (-20,8 kcal). Hay experimentos que sugieren que la
U porción del tallo no se encuentra en la forma de DNA-B normal (Ueda y cols., 1992) y que
j
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su secuencia favorece la formación de una estructura inusualmente estable (Hirao y cok., J
1990). La horquilla III es de mayor tamaño, también estable (-36,8 kcal) con una región J
interna desapareada. Está separada de la horquilla 1 por 33 ¡it. La horquilla II es bastante
débil (-8,8 kcal) y estaría presente en la región espaciadora de 33 ¡it. Algunos autores J
consideran inexistente esta última estructura (Sims y cois., 1979). En los fagos oK, a3 y St-1
pueden encontrarse horquillas equivalentes a la 1 y III del sso de G4. Se realizaron J
experimentos de protección del DNA a la degradación por nucleasas en presen&a de SSB y
primasa, los cuales evidenciaron tres grupos de nucleótidos protegidos, bien separados,
dentro de la regi6n del origen (Sims y Benz, 1980). Estas regiones se localizan en el tallo
y base de la horquilla 1 y en las regiones que flanquean a la horquilla III. Se analizó la
importancia relativa de cada una de las estructuras tallo-lazo en los fagos G4, oK y ct3
mediante la inserción y delecién de nucleótidos que alterasen el tamaño, forma o espaciado
entre las horquillas, así como la importancia de la secuencia del DNA en cada una de las tres
estructuras y regiones adyacentes, mediante sustitución de bases. También se analizó la
capacidad de estos fagos con el SSO mutado, de sintetizar el pRNA in vitro. Los datos
obtenidos permitieron concluir todos los aspectos necesarios para un buen funcionamiento de
este origen de replicación: i) En primer lugar, se vio que la secuencia conservada 5’-CTG-3’
ubicada 5 nt “corriente arriba” de la horquilla 1, es fundamental para la síntesis del pRNA, j
ya que cualquier alteración de su secuencia abolía completamente la función del origen. ji)
Es necesario que la distancia de 6 nucleótidos se mantenga entre la secuencia 5’-CTG-3’ y J
la base de la horquilla 1. Si se aumenta o disminuye esta distancia, el reconocimiento del SSO
de G4 disminuye notablemente (Hiasa y cols., 1989). Estos resultados, así como la síntesis
in vitro de un pRNA de 6 ¡it en presencia de dNTPs, sugiere que la horquilla 1 juega un
papel esencial en la transición RNA-DNA (Hiasa y cois., 1989). iii) Se ha visto una j
dependencia absoluta de la talla y dimensión de las horquillas 1 y III, mientras que la II
puede hacerse prescindible en el caso del fago G4. No obstante, el espaciado de 33 nt entre j
ambas y algunos componentes de la secuencia de éste también son importantes (Sakai y
Godson, 1985). iv) La secuencia nucleotídica en la base de la horquilla III es fundamental. J
Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos en los experimentos de protección del
DNA con primasa, sugiriendo que esta región sería directamente reconocida por la proteína
(Sims y Benz, 1980).
2
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Existen datos que contradicen casi totalmente los resultados descritos anteriormente.3 Swart y Griep (1993), en un minucioso trabajo, demostraron que no son necesarias las
estructuras tipo tallo-lazo en ninguno de los casos ni el recubnmiento con SSB del DNA para
I la buena funcionalidad del origen. Por el contrario, y continuando con el modelo planteadopor los autores previamente sefialados, Sun y Godson (1993) enfatizan en la necesidad de
3 SSB para el reconocimiento específico del sso de 04 por la primasa, detallándose la
— estequeometría del proceso: dos tetrámeros de SSB se unen a una molécula de DNA de 100
I nt que contenga la estructura básica del origen. Para fragmentos ssDNA de mayor tamaño,
la unión de SSB se haría de un tetrámero cada 30 a 65 tu. Coincidiendo con observaciones
I anteriores (Zechel y cois., 1975; Komberg y Baker, 1992), se vio que la primasa s6lo es
capaz de sintetizar el pRNA cuando el DNA está saturado de SSB. Así pues, SSB tendrfa una¡ función fundamental en la organización estructural del origen, permitiendo que se expongan
las regiones importantes del DNA para el reconocimiento por la primasa. Los experimentos
I de protección del DNA con SSB realizados, pusieron de manifiesto la acción de estas
proteínas en la disposición de la horquilla 1, ubicándola de tal forma que quede accesible a
I la acción de las nucleasas y al ataque químico (Sun y Godson, 1993).
3.2. Iniciación por RNAP
En los fagos filamentosos, el pRNA es sintetizado por la RNAP de la bacteria (Geideru
y Komberg, 1974). Los fagos filamentosos mejor estudiados pertenecen al grupo Ff (fd, fi,¡ MB). Entre éstos y el genoma de IKe (también filamentoso pero perteneciente a otro grupo),
existe una homología total dcl 55% que se manifiesta particularmente intensa en la región del
sso Estos fagos, al igual que los estudiados en el apanado anterior, poseen un único sitiou
para el inicio de la sfntesis de la cadena retrasada. Esta región, de aproximadamente 130 ¡it,¡ se localiza entre los genes II y IV y consta de dos secuencias inversamente repetidas que
pueden aparearse formando dos horquillas muy estables de 55 y 59 nt (horquillas E y C),
U separadas entre sf por una secuencia dc 13 ¡it (Tabak y cois., 1974; Higashitani y cois.,1993) (Fig. 7). La existencia de regiones bicatenarias en este fragmento se confirmé mediante
experimentos de migración electroforética en geles nativos de poliacrilamida, tratamiento con
nucleasa Si, y por microscopia electrónica (Sehaller y cois., 1976).
J
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Figura 7. Origen de replicación de la cadena complementaria del fago fi. Se presenta la secuencia Jnueleetfdiea y la estmctura secundaria (horquillas E y C) propuesta para el sso de fi. La flecha representa al
pRNA. Los números entreparéntesis indican tas coordenadas en la secuencia del fago. Se indican las cajas —10
y —35 dcl putativo promotor del pRNA, así como la posición del nucleétido + 1 de éste. (Figura tomada de
Higashitani y cols., 1993).
La capacidad de la RNAP para actuar de forma específica en el sso se la confiere la
subtxnidad &~ del holoenzima (Kaguni y Kornberg, 1982). También en este caso es necesario
que el genoma monocatenario del fago esté completamente recubierto de SSB para que esta
especificidad de inicio se mantenga. En los ensayos de síntesis itt vitro de RNA realizados
con RNAP core (sin a») y utilizando como sustrato el ssDNA de M13 y de o)<174, se
observó la generación de pRNAs de tamaños variables e inespecíficos en ambos genomas,
independientemente de haber sido o no tratados con SSB. Cuando SSB está ausente de la
preparación, tanto el holoenzima RNAP (con ¿O) como RNAP core, son capaces de sintetizar J
distintas moléculas de pRNA con un rendimiento bajo pero similar para ambos sustratos
(Kaguni y Komberg, 1982). Estos resultados llevaron al planteamiento de un mecanismo que j
actuada para el inicio de la síntesis de la cadena complementaria en todos los fagos
filamentosos: i) SSB se une específicamente al ssDNA, recubriendo todo el genoma del fago
excepto las regiones bicatenarias estables del sso. ji) RNAP (HE) reconocería la estructura
libre de SSB y sintetizaría un pRNA de tamaño y secuencia específica. iii) SSE se uniría a
la región recién desapareada de la horquilla permitiendo una interacción estable del RNA a
J
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su molde DNA. iv) Dado que la RNAP no puede desplazar el SSB unido al templado, se
I disociaría al colisionar con éste. y) A continuación, la DNA polimerasa III (HE) utilizandoel extremo 3’-OH del pRNA como cebador, sintetizaría la cadena complementaria del DNA
I virico, en una reacción dependiente de la hidrólisis de ATP (Wickner y Komberg, 1973). vi)La síntesis se completada con la sustitución del pRNA por deoxiribonucleótidos y ligación3 de los extremos 3’ y 5’ consiguientes, llevado a cabo por la DNA polimerasa 1 y por la
ligasa del huésped, respectivamente (Komberg y Baker, 1992).
Mediante experimentos de protección del DNA a la degradación por nucleasas en¡ presencia de SSB y RNAP, se confirmó la necesidad de las dos estructuras tallo-lazo del
origen para la unión del enzima (Sehaller y cois., 1976). El exámen de la secuencia
corriente abajo” del sitio de inicio del pRNA en los fagos del grupo Ff, no revela la
existencia de regiones -35 y -10 claras, caracterfsicas de promotores reconocidos por3 aunque pueden encontrarse secuencias parecidas a las consenso en estas posiciones (Fig. 7).
Les estudios posteriores demostraron que estas regiones son capaces de actuar como
I promotores débiles, in vivo (Higashitani y cols., 1993). Se ha analizado la secuencia de los
RNA cebadores mayoritarios de los fagos fi, fd e IKe (Geider y cok., 1978; Higashitani y
I coN., 1993). Éstos constan de 20 nucleétidos y mapean entre las posiciones 5736 a 5717 para
los dos primeros fagos (Fig. 7), y entre los nucleótidos 6441 y 6422 para IKe. Dada la gran¡ similitud de estos sso, la secuencia de los RNA cebadores es prácticamente la misma para
todos ellos.
3.3. Iniciación por primosoma
El primosoma es un complejo multiproteico integrádo por siete proteínas bacterianas,¡ con capacidad de transiocarse a lo largo de su sustrato ssDNA y cuya función principal es
generar moléculas de RNA, que serán empleadas como cebadores durante la replicacién de3 la cadena retrasada. El sistema donde por primera vez y más detalladamente se ha estudiado
este mecanismo, es el colifago de cadena sencilla e)<174. También se ha descrito la
participación de todas las proteínas del primosoma en la síntesis de los fragmentos de
Okasaki durante la replicación discontinua de la cadena retrasada del cromosoma de E. cok,
J
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así como durante la replicación de numerosos plásmidos de ésta (MeMacken y cois., 1977;
van der Ende y cols., 1983; Masal y cois., 1990a). El ensamblaje del primosoma se realiza
en un sitio especifico del ssDNA cubierto de SSB, denominado pos y transcurre en varias
etapas. La primera, es la formación del pre-primosoma o complejo inicial, en donde el factor
Y (PriA o proteína n’) se une de forma específica al sitio pas del ssDNA. Se supone que las j
proteínas n (PriB) y n” (PriC), también integrantes del complejo, están asociadas a este jfactor y facilitan su interacción con el DNA (Baas, 1985). El paso siguiente es Iá’integración
de las proteínas DnaB, DnaC y DnaT (proteína i) para formar el pre-primosoma completo, 4
en una reacción dependiente de la hidrólisis de ATP. Este complejo puede moverse de forma
procesiva en ambas direcciones del ssDNA (Lee y Marians, 1989). Como respuesta a alguna
-j
señal adn no identificada, la primasa (DnaG) se asocia al pre-primosoma, formando el
complejo multiproteico del primosoma, que se encarga de la síntesis de moléculas de RNA u
cebadoras en varias posiciones del ssDNA. La primasa se asocia y disocia del complejo a
intervalos relativamente uniformes del templado, que dependen de la concentración del j
enzima en el medio de reacción (McMacken y coN., 1977). En un sistema acoplado a la
síntesis de DNA, las moléculas de RNA generadas oscilan entre 1 y 9 nucicétidos y los sitios
preferentes de iniciación corresponden a la secuencia pppA-Pu en los cebadores (Ogawa y
cois., 1983). Esta observación coincide con la secuencia inicial pppA-G del único RNA
descrito para el fago 64 (ver apartado 3.1). En el fago o)(174, Arai y Kornberg (1981),
observaron que 4 primosoma se movía en dirección 5’ -* 3’ sobre el sustrato ssDNA, en
dirección opuesta a la de síntesis de los RNAs. Más tarde se vio que la dirección del
movimiento tanto del primosoma como la del pre-primosoma estaba determinada por la
concentraci6n y por el tipo de nucleósido trifosfato presente en la reacción: mientras que la
actividad 5’ -. 3’ se manifiesta en presencia de mezclas de rNTP a concentraciones tan bajas
como 10 yM cada uno, la actividad 3’ -. 5’ sólo se observa cuando hay ATP en cantidades
mayores a 100 ~M (Lee y Marians, 1989). Dado que el factor Y y la DnaB poseen actividad
helicasa 3’ —> 5’ y 5’ —* 3’ respectivamente, se ha sugerido que las fuerzas que guian al
primosoma en una u otra dirección vienen dadas por cada una de estas proteínas. Sin J
embargo, el primosoma debe moverse principalmente en un sólo sentido, por lo que debe
existir un factor encargado de tomar esta decisión. El candidato más probable de cumplir esta
función se piensa que sea la proteína n (Lee y Marians, 1989). Durante la replicación de la
cadena retrasada del cromosoma de E. col!, la actividad del primosoma se ve facilitada por
J
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la acción helicasa 5’ —> 3’ de la proteína DnaB, que va desenrollando las hebras del DNA por
I delante de la horquilla de replicación. Para el fago oX174, se ha propuesto que la funciónde la proteína DnaB sería propulsar la estructura del pre-priniosoma en dirección 5’ -. 3’ e3 ir generando la estructura necesaria en el DNA capaz de ser reconocida por la primasa (Arai
y Komberg, 1981).
El sitio de ensamblaje del pre-primosoma al ssDNA (pas) esta constituido por
I regiones simétricas que pueden plegarse adoptando distintas conformaciones alternativas.
Estudios detallados de mutantes puntuales en la secuencia pasBH de pBR322 permitieron3 definir una estructura terciaria funcional formada por dos horquillas que interaccionan entre
sí (Greenbaum y Marians, 1985) (Fig. Sb). Las regiones pus, tienen dos propiedades que¡ permiten localizarlas en cualquier DNA: i) cuando se donan en fagos monocatenarios sirven
como orígenes de conversión ss —> dsDNA, en un sistema dependiente de las proteínas del
I primosoma (Zipurski y Marians, 1981) y ji) promueven la acción ATPásica dependiente del
DNA del factor Y de E. col! (Wickner y Hurwitz, 1975). Baséndose en estas propiedades¡ se han identificado regiones pos en varios plásmidos de E. coil, así como en su cromosoma
(Zipursky y Marians, 1981; Nomura y cois., 1982; van der Ende y cois., 1983; Masai y3 cois., 1990a). Las secuencias nucleotídicas de estas regiones permitieron definir dos grupos
con alta homólogía entre sí (Masai y cois., 1990a). El primer grupo está representado por
la secuencia pos de o)(174 y el segundo por la secuencia pos de la cadena de DNA con
replicación discontinua del plásmido ColEl. En cada grupo se destaca la conservación de una3 serie de nucleótidos en la estructura del tallo principal (Fig. 8c). A pesar de no existir una
homología de secuencia significativa entre ambos grupos (excepto por el pentanucleótido 5’-¡ CGCCG-3’), todos promueven la función ATPásica del factor Y y son capaces de iniciar el
proceso de síntesis de la cadena complementaria. Ésto plantea la posibilidad de que el factorU Y reconozca más de una secuencia en el DNA y que éstas deben situarse en un entorno bien
estructurado para su reconocimiento. Los análisis realizados de protección del DNA a la
digestión por nucleasas en presencia del factor Y permitieron identificar los nucleótidos
U implicados en la unión de esta proteína a la horquilla mayor del sso de e)<174 (Greenbaumy Marians, 1984) (Fig. 8a).
u
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Figura 8. Elementos reconocidos por el primosoma. Se presentan diferentes secuencias (y estructuras) del
DNA reconocidas por el pri¡nosoma de E. cofl (secuencias >vas o ssi). a). Origen de replicación de la cadena
complementaria del fago eX174. El plegamiento de su secuencia en dos estructuras tipo tallo-lazo (horquillas
1 y II) se realizó mediante predicción por ordenador. Les corchetes y las flechas indican los nucleétidos
protegidos del ataque por la DNasa pancreática en presencia del factor Y (Greenbaum y Marians. 1984). b).
Estncturas funcional e inaetiva de la región pasflH de pflR322 para el reconocimiento del priniosoma. Este
fimcionamiento podría ser extensible a todas las secuencias pas (ssi) involucradas en el ensamblaje del
primosoma (Greenbaurny Marians, 1985). c). Comparación de los sri de diferentes plásmidos(RIOO, F, CoIEI,
CoIE2) y del fago oXI74 y su división en grupos (1 y II) según la homología de sus secuencias. Les
nueledtidos comunes en cada grupo están recuadrados. Las fleehas invertidas, indican las secuelicias
palindrémicas capaces de formar estmeturas tipo tallo-lazo. Los residuos encerrados en círculos están protegidos
frente a la metilacién en presencia del factor Y (Masal y cois., 1990a).
3.3.1. El prhnosoma ABC. Este complejo iniciador se diferencia del anterior
principalmente en la naturaleza de las proteínas que lo integran, ya que el funcionamiento
es muy similar en ambos casos. El prirnosoma ABC se compone de las proteínas DnaA,
DnaB y DnaC y se ha descrito en la iniciación de los fragmentos de la cadena discontinua
del plásmido RÓK (Masai y coL., 19905). El sitio pos en este plásmido también se encuentra
u
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en una región estructurada del DNA y se requiere SSB para que la interacción del complejo
sea específica. En el tallo de esta horquilla se encuentra una secuencia reconocida por la
proteína DnaA (5’-’flTI’CCACA-3’) y es aquí donde tiene lugar el ensamblaje del primer
I componente del primosoma. Estudios de protección del DNA frente a la digestión pornucleasas en presencia de DnaA pusieron de manifiesto la protección total de la estructura
U de la horquilla (Greenbaum y Marians, 1984). El complejo DnaB/DnaC favorece la
-. <interacción de DinA al sitiopos y es DnaB la proteina encargada de promover la traslocación
M dcl primosoma a lo largo de la cadena retrasada del DNA plasmídico. Los pRNAsproducidos ja vitro tienen un tamaño aproximado dc 30 nt y son sintetizados a intervalos de
1 kb sobre el templado.
3.4. Síntesis inespecífica de RNA cebadores
Cada uno de los tres mecanismos de iniciación de la síntesis de la cadena retrasada3 comentados, sólo son capaces de reconocer una selial muy específica en el DNA, donde
poder ensamblarse y comenzar la síntesis del o los RNA cebadores. Para que este3 reconocimiento tenga lugar en un solo sitio, el DNA molde debe estar recubierto de SSB,
quedando libre solamente la región estructurada del sso. Existen numerosas pruebas que3 avalan Ia.uiilización mayoritaria de estos sistemas específicos en la célula viva. Sjn embargo,
I el hecho de que tanto fagos monocatenarios como plásnildos con sus vías principales desíntesis alteradas &or delecion o inhibición) continúen replicando, pone de manifiesto la
U existencia de mecanismos alternativos y probablemente inespecificos, de inicio de la hebracomplementada. Arai y Kornberg (1979) describieron un sistema general, muy simple, de
I síntesis de pRNAs en ssDNAs descubiertos de SSB, donde no se requiere ninguna estructurao secuencia específica, siendo funcional incluso si se utiliza cadenas poli(dT) como sustrato
I (Fig 5). Este sistema es inespecífico, ya que no es necesario una secuencia dereconocimiento en el DNA y, en ausencia de DNA polimerasa III (HE), se producen
U multiples cebadores (de tamafios comprendidos entre 10 y 50 nucicétidos) a partir dediferentes posiciones del templado. Sin embargo, estos productos no parecen ser sintetizados
I al azar, ya que el patrón observado para cada SSDNA es bastante diferente, sugieriendo laexistencia de sitios preferenciales de inicio en cada caso. Las proteínas implicadas en este
J
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proceso son DnaB y primasa que, en presencia de ATP, se asocian al DNA produciendo los
cebadores que serán elongados por la DNA polimerasa III (HE). En M13 y G4, en donde
los sistemas específicos (RNAP y primasa) generan solamente un único tipo de pRNA a
partir de un templado cubierto de SSE, la diferencia respecto a este otro sistema de síntesis j
es bien acusada. Por el contrario, para e)(174, en donde la síntesis específica implica la
elaboración de múltiples cebadores en varias posiciones del DNA, la diferencia no es tan j
marcada, ya que el taniaflo, cantidad y la distribución de éstos es similar en ambos sistemas
(Arai y Kornberg, 1979). En cualquiera de los tres casos, la adición de SSB inhibe por J
completo la síntesis inespecífiea. En eX174 las diferencias más importantes entre uno y otro
mecanismo se refieren a la actuación de Dnaifl. En el primosoma, una molécula de DnaB
asociada a un ssDNA circular actda de forma procesiva mediando la síntesis de todos los
cebadores de ésta. Tampoco se disocia de su sustrato durante la elongación del DNA por la
DNA polimerasa III (HE) ni durante el relleno y cierre de la hebra complementaria
totalmente sintetizada. Por el contrario, en la síntesis inespecífica, DnaB sólo es capaz de J
mediar la sfntesis de una única molécula de pRNA antes de disociarse del DNA y no
permanece unida durante la elongación, relleno y cierre de la cadena. Otra diferencia la J
supone el requerimiento de las proteínas Y, ti, ti”, DnaT y DnaC del primosoma, mientras
que la síntesis inespecífica prescinde totalmente de ellas.
j
4. PLÁSMIDOS QUE REPLICAN VTA CIRCULO RODANTE
La característica más destacable que permite distinguir un plásmido que replica vía j
círculo rodante, es la generación de intermediarios de DNA monocatenario durante su
proceso replicativo (te Riele y cok., 1986). Otra característica común, es la organización
funcional y estructural de su genoma. Se ha propuesto que estos replicones están constituidos
por modulos de genes intercambiables entre los diferentes plásmidos (Projan y Novick,
1988). El orden relativo de estos módulos es variado en cada caso, mientras que la dirección
en que se transcriben sus genes principales suele ser la misma en todos los plásmidos y
coincidente con la de síntesis de la cadena líder. Uno de estos módulos está siempre presente,
ya que contiene las funciones esenciales para la iniciación y control de la replicacién de J
plásmido (LIC) (del Solar y cois., 1993b). Además de éste, se han definido otros tres
J
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módulos principales que pueden estar o no presentes: 1) DET, que incluye uno o más
U . determinantes de resistencia a antibióticos, ji) MOB/PRE, que condene un gen involucradoen la movilización conjugativa y recombinación del plásmido y iii) SSO, que posee el sitio
de iniciación de la cadena complementaria y se encuentra en todos estos replicones.u
Basándose en la homología de la secuencia del DNA en la región LIC, se definieron cinco
familias de plásmidos que replican vía RC (Tabla 2).
Tabla 2. Familias de plás¡nidos con replicación RC
Plásmido Tamaño Huésped original Referencias
(kb)
I
pTl8l
PI127
pC221
pC223
pS 194¡ pUR112
U
pCW7
pHD2
I
pC194
pUBliO
pOX6
I pWGB32pSK8Q
I pTA1015pTA1020u pTA1030
pTA1040
I pTA1050pTA 1060
I pBAAIpFTB14
I
pBCl6
pBC 1
4.4
4-4
4.6
4.6
4.4
4.1
4.2
2.1
2.9
4.5
3.2
2.4
2.4
5.8
6.8
7.3
7.8
8.2
8.7
6.8
8.2
4.6
1.6
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphytococcus aureus
Staphylococcus aureus
S¡aphylococcus aureus
S¡aphylococcus aureus
S¡aphylococcas aureus
Sraphyiococcus aureus
Staphylococcus aureus
S:aphytococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Bacillus suhtills
Bacillus subtilis
Bacillus suhtilis
Bacillus subillis
Bacillus suhtilis
Bacillus suba/ls
Bacillus subritis
Bacillus amyloliquefac¡ens
Bacillus cereus
Badillus coaguians
Iordanescu, 1976a
Novick, 1989
Novick, 1976
Novick, 1976
Iordanescu, 19761,
Novick, 1976
Novick, 1989
McDowell y Mann, 1991
Horinouehi y Weisblum, 1982b
- McKenzie y cots., 1986
Noviek, 1989
Grinius y cols., 1992
Littlejobn y cois., 1991
Meijer y cois., 1995c
Uozemi y cols., 1980
Uozomi y cok., 1980
Meijer y cois., 1995c
Uozomi y cok., 1980
Meijer y cois., 1995c
Devine y cols., 1989
Mural y cok., 1987
Gruss y cols., 1987
de Rossi y cols., 1992
pLPI 2.1 Lactohacillus ptantaricum Bouia y cols., 1989
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Streptomyces lividans
Streptomyces nigr(faciens
Lactobadillus plantarum
Treponema denticola
Shigella sonnel
Lactohadillus hilgardil
Streptococcus ferus
Plectonema PCC6402
Lactobacillus plan¡arum
Lactobacillus pentosas
Bacillus termofflieo
Streptococcus thennophilus
Microcystis aeruginosa
Nostoc sp.
Sireptococcus agalactiae
Staphylococcus aureus
Leuconostoc lactis
Lactococcus lacris
Lactococcus lactis
Lactohadillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactohacillus curvatus
Mycoptasma pylori
Mycoplasnza pyloñ
Fleliohacter pylori
Staphylococcus aureus
Kendell y Cohen, 1988
Kataoka y cols., 1994
Skaugen, 1989
MacDougall y cols., 1992
Yasukawa y cols., 1991
Josson y cols., 1990
LeBlanc y cols., 1992
Perkins y Bamum, 1992
Leer y cok., 1992
Leer y cols., 1992
van der Lelie y cols., 1989
Janzen y cols., 1992
no publicado
no publicado
Hurdett, 1980
Horinouchi y Weisblum, 1982a
Coffey y cols., 1994
Leenhouts y cok., 1991
Xu y cols., 1989
Bates y Gilbert, 1989
Vujeic y Topisirovie, 1993
Klein y cots., 1993
Bergemann y cols., 1989
King y Dybvig, 1992
Kleanthous y cok., 1991
Khan y Novick., 1982
Novick, 1989
Projan y cols., 1987
Novick, 1989
Novick, 1989
Gruss y Ehrlich, 1989
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis
Bacillus sublilis Monod y cols., 1986
Los plásmidos en letras oscuras representan a cada familia.
(-) No se conoce el tamaño
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J
8.8
11.0
2.1
2.6
2.1
3.3
4.2
4.2
1.9
2.4
4.5
2.1
plJ 101
pSN22
pC3OiL
pID 1
pKYM
pLAB 1000
pVA3SO-1
pRF1
ps014-2
p353-2
pTB9 13
pST1
pMA 1
pNostoe
pMV158
pE194
pCI4ll
pWVOI
pFX2
pLB4
pAl
pLC2
pADB2OL
pKMK1
pHPK255
pSN2
pE 12
pE5
pT48
pTCS1
pNEI31
pIMl3
5.5
3.7
2.9
2.2
2.5
3.5
2.8
2.5
1.7
1.9
1.5
1.3
2.2
2.1
2.1
1.3
2.1
2.1
J
J
J
J
2
J
~1
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4.1. Control de la replicación y estabilidad plasmídica
U de A diferencia de los fagos, los plásmidos poseen la capacidad de regular la frecuenciainiciación de la replicacién, mediante s stemas de control negativo capaces de correg r
I fluctuaciones en el nUmero de copias (Nordstróm y cois., 1984; Novick, 1987). En lareplicacién RC, la proteína Rep es el único enzima del plásmido necesario para dar comienzo
I al proceso replicativo, por eso se trata del factor principal en la determinación de su númerode copias. Dado que una excesiva carga plasmídica puede ser letal para la célula (y en
I algunos casos, también para el plásmido), la regulación de esta proteína es estricta para asípoder coexistir en harmonía con la bacteria que lo alberga durante muchas generaciones. Por
I otro lado, un grave descenso en el número de copias plasmídico podría conducir a sudesaparición de la población bacteriana. La regulación tiene lugar a dos niveles principales
I según el replicón que se trate (Novick, 1989; del Solar y Espinosa, 1992). En pTI8l lasíntesis de RepC está regulada por dos RNAs antisentido (ctRNA) sintetizados a partir de un
I promotor constitutivo, en dirección opuesta al RNA mensajero (mRNA) de repC (Novick y
cois., 1984b). Estos ctRNAs son complementarios a la región líder del mRNA de repC y se
I asocian a él produciendo la terminación prematura de su síntesis (atenuación) (Kumar yNovick, 1985). Se han propuesto mecanismos similares de control para los plásmidos
I pUBliO y pC194 (Alonso y Tallar, 1987; Maciag y éols., 1988). La expresión de Rep en
pMV15S y pE194 está regulada a nivel pre y postranseripelonal mediante la acción
I combinada de una proteína represora y un ctRNA (del Solar y Espinosa, 1992; Kwak y
Weisblum, 1994; del Solar y cois., 1995). En estos plásmidos, Rep se cotranscribejunto con
U otra proteína de pequeño tamaño (Cap) que actúa regulando negativamente la transcripción
del operón cop-rep. A nivel postranscripcional, el control lo ejerce un ctRNA que se une a
I la región del mRNAcop-rep que incluye el sitio de unión a los ribosomas del gen rep,
impidiendo así la traducción del mismo.
Un sistema de regulación complementario, aunque sin representar un mecanismo de
I control auténtico, lo supone la inactivación de las proteínas Rep una vez completada la ronda
de replicación que catalizan. Esto sucede en pTW1 y pUBliO, mientras que, por ejemplo,
I en el fago o)(174, donde lo importante es generar el máximo número de replicas posible
J
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antes de lisar la célula huésped, se sabe que la proteína que inicia la replicación no se J
inactiva y es capaz de comenzar una nueva ronda de replicación sin siquiera liberarse del J
DNA (van Mansfeld y cok., 1986). Un nivel superior de control podría estar representado
por pUBliO donde la proteína RepU se autorregula y es, además, inactivada después de una
ronda de replicación (MÉiller y coN., 1995).
Existen además, factores del huésped que pueden regular la replicación plasmfdica a
diferentes niveles. Por ejemplo, se ha visto que estos plásmidos requieren un grado de j
superenrollamiento determinado para dar comienzo a la síntesis de la cadena líder, luego,
todo factor que determine la topología plasmídica estará influyendo en el conecto nivel
replicativo del plásmido. La replicación de pUBlIO en B. subtilis parece estar determinada
por la unión del plásmido a la membrana de la célula huésped. Se han descrito cuatro sitios J
de su genoma implicados en esta interacción (Tanaka y Sueoka, 1983; McKenzie y cois.,
1986). Así pues, la disponibilidad de los sitios de unión en la membrana bacteriana podría
estar condicionando el número de copias del plásmido en cada célula. La eficiencia de
conversión de ss -. dsDNA, que es llevada a cabo por elementos de la maquinaria enzimática J
del huésped, también determina en muchos casos el número de copias plasmídico (medido
como dsDNA) yio su estabilidad segregacional en la población bacteriana (del Solar y cols.,
1987a; Viret y Alonso, 1988; Boe y cois., 1989; Gruss y Ehrlich, 1989). J
Dado que en los plásmidos con replicación RC no se han encontrado mecanismos
activos de partición que garanticen su reparto equitativo durante la división celular, se asume
que su distribución se realiza al azar. Luego, la probabilidad de que estos replicones se
mantengan de forma estable en una población bacteriana tras sucesivas generaciones, aumenta J
con su número de copias. La estabilidad segregacional estaría entonces, exclusivamente
ligada y determinada por la eficiencia replicativa del plásmido. Sin embargo, existen casos
en donde esta proporcionalidad directa, entre estabilidad y número de copias, no está tan
clara. Por ejemplo, se ha visto que algunos replicones con un número de copias elevado son
muy inestables en las mismas condiciones en que otros, con un número de copias similar,
se mantienen durante muchas generaciones en la misma población (del Solar y cois., 1993a).
Asimismo, se ha propuesto para pUBliO, que algunos sitios de unión a la membrana del
J
huésped podrían estar implicados en el mantenimiento estable del plásmido (Tanaka y J
-j
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Sueoka, 1983).
4.2. Rango de huésped
Muchos de los plásmidos con replicacién RC son capaces de replicar en más de una
especie bacteriana y en algunos casos pueden establecerse en ausencia dé presión selectiva.
Un ejemplo ilustrativo de ello lo constituye el plásmido pMV15S y su derivado pLS1,
originales de S. agalactiae, los cuales consiguieron establecerse en un buen número de
bacterias gram(+) e incluso son capaces de replicar en la bacteria gram(-) E. coli (del Solar¡ y cois., 1987a). Para que un plásmido pueda colonizar un nuevo huésped, es necesano que
exista una buena comunicación entre una serie de factores específicos de ambos organismos.3 El principal requisito es la expresión de los genes plasmfdicos involucrados en su replicacién
y control, así como la conversión a dsDNA de al menos una fracción de los intermediarios¡ monocatenarios de replicación. Cualquier situación que interfiera negativamente en alguno
de estos procesos limitará el rango de huésped del plásmido. Así pues, los factores queU intervienen en la síntesis adecuada de la protefna Rep, en la generación de la densidad de
superenrollamiento suficiente para que el dso adopte su estructura funcional, y en el1 reconocimiento de la señal para la conversión ss —~ dsDNA, son esenciales en esta
comunicación célula-plásmido. Una estrategia utilizada por estos replicones, que les beneficia
a la hora de ingresar en un nuevo huésped, es la independencia de factores bacterianos para
I iniciar su replicación (del Solar y cois., 1996). Éstos utilizan su propia proteína de iniciaciónevitando de esta forma la dependencia de la primasa, DnaA, DnalB, DnaC y/u otros factores
del huésped que intervienen en la formación del complejo de iniciación en los plásmidos conu
replicación tipo e (los que en su gran mayoría sólo pueden replicar en su huésped original
M o en bacterias muy relacionadas). Por otro lado, las proteínas del huésped utilizadas para laelongación y terminación de la síntesis de ambas cadenas (DNA polimerasas, helicasa, SSB,
etc) están muy conservadas entre las diferentes especies bacterianas.
3 Sólo un número limitado de plásmidos de bacterias gram(+) son capaces de replicar
también en E. cok, aunque no de forma óptima. Nos refenmos a pMV15S/pLS1 y3 pWVOL/pFX2, donde la proteína Rep se expresa en su forma activa, pero la señal ssoA o
ssoW de estos replicones es débilmente reconocida en dicho hospedador. Esta observación
J
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indica que la eficiencia en la conversión ss -. dsDNA es un factor importante, que podría J
estar limitando el establecimiento de los demás plásmidos de bacterias gram(+) en este nuevo
huésped. Por ejemplo, el plásmido pC194 de S. aureus no puede por sí solo replicar en E.
coY. Sin embargo, Goze y Ehrlich (1980) demostraron que un híbrido entre pC194 y pBR322 j
(que contuviera una señal Ss!), es capaz de replicar en esta bacteria en condiciones en donde
la iniciación a partir del orí de pBR322 está inhibida. Otro caso lo supone el plásmido
pTX14-3 de B. thuringiensis, que no pudo ser establecido en E. coli a pesar de que su
proteína Rep es expresada en esta bacteria a partir de su propio promotor (Andrup y cois.,
1994).
Otra característica de los plásmidos con replicación RC que puede estar determinando
su rango de huésped, es la presencia del gen mob/pre. El producto de este gen está J
involucrado en la movilización conjugativa y en la formación de cointegrados plasmídicos.
La movilización conjugativa permite la transferencia horizontal de plásmidos entre cepas
relacionadas e incluso entre diferentes especies (Koehler y Thome, 1987). Se ha visto que
esta proteína participa también en la formación de cointegrados mediante recombinación J
homóloga en los sitios RSA y/o RSE de algunos de estos replicones (Novick, 1989). La
resolución de estas formas plasmfdicas en sitios diferentes al de recombinación podría dar
lugar a plásmidos híbridos con propiedades mejores para la adaptación a nuevos huéspedes
(Gniss y Ehrlich, 1989). Este intercambio genético también podría verse favorecido por la
presencia del ssDNA, ya que posee una alta capacidad recombinogénica (Michel y Ehrlich,
1986; Janniére y cols.,1993). La estructura modular de estos plásmidos podría facilitar, asf
como ser una consecuencia de estos procesos de intercambio.
J
4.3. El plásmido pMY1S8 J
El plásmido que estudiaremos, pMVI5S (5536 pb), fue aislado de una estirpe J
patógena de Streptococcus agalactiae (Burdett, 1980). Dado su capacidad para replicar en
un amplio espectro de huéspedes bacterianos, fue posteriormente transferido a un buen
número de bacterias gram(+) y gram(-). Esta característica le ha valido la denominación de j
“plásmido promiscuo” y el interés de su estudio como vector de clonaje en diferentes
J
2
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bacterias. Aunque pMVI5S no es autotransmisible, codifica para una proteína de3 movilización (MobM) que, en presencia de los factores sexuales que le aporte otro plásmido
que sea conjugativo, le permite ser movilizado a otras bacterias (Priebe y Lacks, 1989). De
esta forma pudo movilizarse conjugativamente a £ faecalis (Burdett, 1980) y a S.
pneumoniae (Smith y cols.,1980). Mediante transformación, pudieron transferirse plásmidos
I con el replicón de pMV158 aL. sanguis (Burdett, 1980), S. pnewnoniae (Saunders y Gujíd,1980), S. oralis, S. mutans, B. subtllis (Espinosa y cais., 1982) y E. coil (Lacks y cok.,
I 1986). Estos plásmidos también han podido establecerse en huéspedes tan diversos como B.
srearotennophilus, L. lactis, S. thennophilus, Brevibacteriwn, Listeria y Clostridium.¡ Durante el desarrollo de un sistema para el clonaje de genes de pneumococos se realizó la
construcción de pLS1, mediante delecién iii vitro del fragmento EcoRI B (1128 ph) de
I pMV 158 (Stassi y cols., 1981). Este derivado plasmídico no puede ser transferido mediante
mobilización conjugativa, ya que en el fragmento EcoRI B se encuentra parte del gen mobM,
pero mantiene la capacidad de transformar el mismo rango bacteriano que su plásmido
parental (Espinosa y cois., 1982; Lacks y cols., 1986; del Solar y cois., 1987a). Estos
plásmidos se han secuenciado completamente (Lacks y cols., 1986; van der Lelie y cois.,
1989; Priebe y Lacks, 1989) y representan a una familia de plásmidos que replican vía RC,
con once miembros caracterizados hasta la fecha (Tabla 2). Algunas de las características que
definen a esta familia son: i) dso localizado “corriente arriba” del gen rep; ji) presencia deU secuencias directamente repetidas (iterones) en el dso; iii) existencia de dos elementos de
control del número de copias: un ctRNA y una proteína represora de la transcripción (Cop)1 y iv) transcripción de los genes cop y rep a partir de un único promotor.
El plásmido pMV15S contiene cuatro módulos funcionales en donde los genes de
mayor tamaño se transcriben en la misma dirección en que ocurre la replicación (Fig. 9)u
(Burdett, 1986; Priebe y Lacks, 1989; del Solar y cols.,1987b; 1990). El plásmido codifica
además, das transcritos pequeños (RNA 1 y RNA II), que se sintetizan en dirección opuesta1
a la de los otros elementos del genoma. El módulo DET está representado por un gen de
expresión constitutiva del tipo tetL, que confiere resistencia a Te y cuyo mecanismo de1
acción se basa en el bombeo del antibiótico fuera de la célula huésped (Burdett, 1986). El3 modulo de control e iniciación de la cadena líder (LIC) presenta el dso y los genes repB,
copG y rna JI, que codifican para la proteína iniciadora de la replicacién (RepB), un represor
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transeripcional (CopO) y un ctRNA (RNA II> involucrado en el control del número de copias
plasmfdico. La región MOB incluye el gen que capacita la movilizaci6n conjugativa del
plásmido. Esta proteína es la encargada de realizar el corte específico en la hebra del DNA
que se transfiere a la nueva célula huésped (Priebe y Lacks, 1989; Guzmán y Espinosa,
1997). Por último, el SSO está dividido en dos regiones dentro genoma y cada una de ellas
contiene una señal diferente de conversi6n de la cadena retrasada: ssoA y ssoU, ubicadas
“corriente arriba” de los genes repil y mobM, respectivamente.
J
2
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Figura 9. Representación modular de pMV158. División del p1a~smido pMV158 en módulos funcionales (ver
texto). Las flechas quebradas indican la dirección de la replicación a partir de cada uno de los orígenes (&o,
ssoA, sso U). Las flechas anchas representan las proteínas codificadas por el plásinido. Como elementos de
RNA, sólo se presenta el cLRNA involucrado en el control del número de copias: RNA II (flecha ondulada).
Las proteínas CopG (5.1 lOa) yRepB (24.2 kfla) se transcriben a partir del mismo
Úromotor (Pa). El inicio de la replicación del plásmido está regulado por el producto del gen
repB y los niveles de RepB están controlados pre y postranscripcionalmente por CopO y
RNA II. El proceso de regulación del número de copias del plásmido se esquematiza en la
Figura 10. CopO se une a su región operadora en una zona del mRNAcop-rep, que solapa
con la secuencia -35 de Per, impidiendo así la transcripción del operén completo (del Solar
y cols., 1990). El RNA 11(50 nt) se acopla a] sitio de unión de los ribosomas del gen repfi
J
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en el mRNAcop-rep e inhibe la traducción de la proteína RepB (del Solar y Espinosa, 1992;
Idel
Solar y cols., 1995). Los dos elementos de control no actúan por separado, sino que
forman parte de un mismo circuito inhibidor, sin existir una jerarquía funcional entre ambos
componentes del sistema (del Solar y cols., 1995).
El inicio de la replicacién tiene lugar en una secuencia de DNA monocatenario del
u dso ubicada en el lazo de la horquilla 1 de la región nic, que se genera como consecuencia
Idel
superenrollamiento del plásmido. Esta secuencia (5’-TACTACGA-3’) se encuentra
presente en casi todos los miembros de la familia de pLSl. La proteína RepB actúa a
Idistancia,
ya que su sitio de unión al DNA (tres iterones de 11 pb c/u, que componen la
región biníl) se encuentra a 84 pb del sitio de corte (Puyet y cois., 1988; de la Campa y
Icois
1990). La existencia de una curvatura intrínseca del DNA en la región del dso plantea
la posibilidad de una estructura terciada funcional en el origen que acerque la zona de unión
y de corte de la proteína (Pérez-Martín y cols, 1989; de la Campa y cols., 1990).
e
e
¡ CopO RepB
u y
cop-rep mRNA
---—
4--—ctRNAfl
Figura 10. El replicón de pMVXS8 y control de ¡a rcplicación. Se presenta un esquemade la región de inicio
de la replicación (dso) y control de la síntesis de RepB. Las proteínas (CopO y RepB) se indican con flechas
anchas; los RNAs <cop-rep mRNA y ctRNA II) con flechas onduladas; los promotores (Pa y Pct) con cajas
en punta de flecha y los tres iterones de la región b¡nd del dso (11-12-13), con cajas blancas. La región nic está
u
representada por las horquillas 1 y II. Mediante líneas discontinuas se muestran las interacciones proteína-DNAy RNA-RNA que tienen lugar para e! control de la síntesis de RepE.
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El objetivo principal de esta Tesis ha sido estudiar las secuencias del DNA plasmídico
y los enzimas del huésped que intervienen en el proceso de conversión ss -. dsDNA del3
plásmido de amplio espectro de huésped, pMV15S. En primer lugar, nos inter~saba definir
de forma experimental las regiones del mismo que actuaban como origen de replicaci6n de¡
la cadena retrasada y analizar su función en distintos huéspedes bacterianos. Asimismo, nos¡ interesaba conocer el efecto de estos orfgenes en la determinación del número de copias y
estabilidad segregacional del plásmido. Dado que es necesano que exista una buena¡ comunicación célula-plásmido para que éste pueda establecerse en un número determinado
de hospedadores, era de interés estudiar aspectos comunes del mecanismo mediante el cual
I tenía lugar el inicio de la replicación de la hebra complementaria de pMV15S en variasbacterias. La determinación de los enzimas implicados en un proceso común de replicación,¡ podría dar información acerca de las relaciones entre los distintos organismos, así como
explicar, al menos en parte, el carácter “promiscuo” de este replicón. Uno de los objetivos3 propuestos, relacionado a los anteriores, ha sido el estudio mediante mutagénesis dirigida de
las regiones conservadas del ssoA de pMV158, con el fin de establecer su función en la¡ comunicaci6n con elementos de la maquinaria enzimática del huésped. Por Ultimo, nos
interesaba proponer un modelo que incluyera las secuencias del DNA plasmídico importantes3 para que ocurran tales interacciones y que explicara la dinámica de iniciación de la cadena
retrasada a partir del ssoA de pMV158.
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MATERIALES
1. ESTIRPES BACTERIANAS¡ Las características genotípicas, así como la procedencia de todas las estirpes utilizadas
se recogen en la Tabla 3. Las estirpes que se usaron como huésped de los plásmidos con el
I replicón de pMV15S o de pE194 en cada caso, fueron S. pneunzoniae 708, B. subtilis MB1 1/y S. aureus RN4220. Para la construcción de fagémidos recombinantes basados en pALTER-
E l y para la obtención de ssDNA procedente de los mismos, se uso la estirpe E. cok JM1O9.A no ser que se indique otra cosa, los extractos libres de células se prepararon a partir de
las estirpes S. pneumoniae 708 y S. aureus RN4220.
Tabla 3. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo
Estirpe bacteriana Genotipo Referencia
S. pneumoniae 708 en¿t1 eso2 ml hex4 malM594 Lacks y c3reenberg, 1977
£ pneumoniae MP547 endl eso2 ini hes4 malM594 polA (2 Díaz y cok., 1992b
(lO52pbcat)
S. pneumcn¡ae MPS6O endl nozl9 exo3 polA A (184-8OSpb) O Díaz y cols., 1992b
(Blpb cal) O (l84pfryET-3b’[59 1-51 lpb])
nialM (418pb0[poiA’1054pb-ennB])
B. suht¡lis MB 11 lys3 maRlO )zisH2 Colección del laboratorio
E. coli BMH7I-l8mutS thi supE A (lac-proAB) (mutSTnlO) (E Kramer y cols., 1984
proA4 B~ laqPZ A MiS)
E. col¡ 1M109 endAl RecAl gyrA9é thi hsdRl7 (rk, mk) Yaniseh-Perron y cols., 1985
rdAl supE44 X A (lac-proAB) (F’ rraD3ó
proAl B~ laqPZ A M15)
3. aureus RN4220 parcialmente aig, restriccién Khan, S.
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2. PLÁSMIDOS Y FAGÉMIDOS
A excepci6n de los plásmidos pSK27O y pEl94copó, los cuales proceden de pE194,
los demás plásmidos utilizados son derivados de pMVI58 y por lo tanto llevan su replicón
básico. Los fagémidos recombinantes constmidos derivan del vector de clonaje pALTER-1
y están identificados en cada caso como pA-. Las características más relevantes a este trabajo
de todos estos replicones se describen en la Tabla 4.
Tabla 4. Plásmidos y fagémidos empleados en este trabajo
Plásmido o Tamaño Marcador Características Referencia
Fagémido (ph)
pMV15S 5536 Te’ Burdett, 1980Plásniido natural de & agalact¡ae;
ssoA + ssoU
Ter A EcoRI B de pMV158; =ssoU;
sso-A
Ter Deleción in vivo de pLSl, A (34-
3óSpb)
Tct A HindIII-NcoI pequeño de pLSS;
A ssoA
Tc’ A HindIII-AflhI de pLS1
TCr A AflhI-NcoI pequeño de pLS1; A
ssoA
Te’ Delecién por BAL31 de pLSl
linearizado en BanI
Tct Deleción por BAL3L de pLS1
linearizado en AflhI; A RSB
Tcr Deleción por BAL31 de pLSI
linearizado en AflhI; A RS
8
TCr Mutación en el ssoA; cambio leve
en ¡a región CS-6
Tc
T Mutación en el ssoA; CS-6
totalmente desapareado
Te’ Mutación en el ssoA; sustitución
de la secuencia CS-6
Stassi y coN., 1981
Laeks y coN., 1986
del Solar y cok.,
1987a
Este trabajo
Este trabajo
Acebo, P.
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
u
j
J
J
J
j
j
pLS1
pLSS
pLS4
pLS ¡ANA
pLS lANA
pLS 1A24
pLS 1 A13
pLS lA 14
pLS1CM
pLS1G1
pLS103
4408
4076
3138
3665
4209
4007
4267
4202
4408
4408
4408
j
4
J
J
2
j
1]
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Tet Mutación en el ssoA; cambio
completo de la región CS-6
Tcr Mutación en el ssaA; RSB
totalmente desapareado
Ter Mutación en el ssoA; RS~
completamente apareado
Ter Mutación en el ssoA; sustitución
de la secuencia RS~
Ter Doble mutación en el ssoA;
cambio en las secuencias CS-6 y
pLS4EC
pLS4EI
pSK27O
pE 1 94copó
pALTER-1
pA-pLSlssoA
pA-pLS lssok
pA-CM
pA-GI
pA-63
4266
4266
3769
3728
5680
6806
6880
6806
6806
6806
RS~
Tet Fragmento EcoRI B de pMV1S8
(conteniendo e! sso Li) donado en
pLS4; orientación C
Tcr Fragmento EcoRI B de pMV1S8
(conteniendo el sso U) donado en
pLS4; orientación 1
Emt Sitio de multiclonado de pUC19
donado en ClaI de pE194
Emr Mutante de alto número copias de
pE194
Tet Fag¿mido con el ori de fi
Te’ HindIII-PstI pequeño de pLS1
donado en pALTER-1; ssoA
silvestre
TcT EcoRI-PsrI pequeño de pLSl
donado en pALTER-1; ssoA en
orientación 1
Te’ HindIII-PstI pequeño de pLS1 CM
donado en pALTER- 1; mutación
en CS-6
Tct HindllI-PstI pequeño de pLSÍG1
donado en pALTER-1; mutación
en CS-6
Tcr HindlII-PstI pequeño de pLS1G3
donado en pALTER-1; mutación
en CS-6
Este trabajo
Este trabajo
Khan, S.
Horinouchi y
Weisblum, 1982a
Promega
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
pLS1G4
pLSIGS
pLSLG6
pLS 107
pLS 10307
4408
4408
4411
4408
4408
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
1~
Este trabajo
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pA-G4
pA-05
pA-06
pA-G7
pA-G3G7
pA-A 13
pA-A14
pA-ANA
pA-pMVlSSssoU
6806
6806
6809
6806
6806
6665
6600
6607
6808
Ter HindllI-PstI pequeño de pLS 104
donado en pALTER-1; mutación
en CS-6
Te’ H¡ndlIl-PstI pequeño de pLS 105
donado en pALTER-1; mutación
en RS8
Te’ HindIII-PstJ pequeño de pLS 1G6
donado en pALTER- 1; mutación
en RS~
Te’ HindIII-PstI pequeño de pUS 1G7
donado en pALTER- 1; mutación
en RS8
Te’ HindIII-PstI pequeño de
pLSLG3G7 donado en pALTER-
1; mutación en CS-6 y RSB
Te’ IlindIll-PstI pequeño de pLSLA13
donado en pALTER-1; A RS~
Te
T HindIII-PstI pequeño de pLS lA14
donado en pALTER-1; A RS
11
Te
t HindIII-F’stl pequeño de
pLS1ANA donado en pALTER-1;
A RSE
Ter Fragmento EcoRI B de pMV1SS
(conteniendo el ssoU) donado en
EcoRI de pALTER-1
Orientaci4n C: El sso está donado en la misma orientación respecto al dso que la que tenía en el plásmido de donde proviene. El sso se
encuentra en el ssDNA generado.
Orientación 1; E! sso eStA donado en la orientación contraria respecto al dso que la que tenía en el plásnildo de donde proviene. La
seeueneia complementaria al sso se encuentra en el ssDNA generado.
2
u
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Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
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U 3. BACTERIÓFAGOSPara aislar ssDNA a partir de pALTER-1 y de los recombinantes derivados de éste,¡ se usó como “helper” al bacteriófago R408 (Prornega), con el que se infectaron cultivos de
E. coiz JM1O9 que contenian los fagemidos de interes. Para los ensayos de replicacián in
I viti-o se emplearon los fagos Ml3mpl9 (Sambrook y cok., 1989) y M13-pEl94ssoA (7792pb), un derivado de éste que contiene el fragmento Taq-HpaII de pE194 conteniendo el ssoA
(Dempsey y cois., 1995).
4. MEDIOS DE CULTIVO
I 4.1. Medio de cultivo de S. pneumoniae
Las estimes de S. pneunzoniae utilizadas fueron crecidas en medio líquido AGCH¡ (Lacks, 1966) suplementado con sacarosa 0.3% y extracto de levadura 0.2%. Para el
crecimiento en medio sólido se añadió además, Bacto-Agar al 1 % para la capa basal y al¡ 0.75% para la sobrecapa. Cuando fue necesario, se agregó Te 1 pg/ml. Para el crecimiento
del mutante MP560 se añadió 1.5 pg/ml de Cm. La composición del medio AGCH se detalla3 a continuación.
j
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Medio AGCH J
Hidrolizado ácido de caseína 5g
Hidrolizado enzimático de caseína lg
L-cisteína-HCl 40 mg
L-triptéfano 6mg
L-asparagina 50 mg
L-glutamina IOmg
Adenina Smg
Cloruro de colina 5mg
Pantotenato cálcico 1.2 mg
Ácido nicotínico 0.3 mg
Piridoxina-HCl 0.3 mg
Tiamina-HC1 0.3 mg
Riboflavina 0.14 mg
Biotina 0.6 mg
K2HPO4 8.5 g
NaC2H3O2 1.25 g
NaHCO3 0.4 g
MgCl2 . 6H20 0.5 g
CaC12 0.6 g
FeSO4. 7H20 0.5 mg JCuSO4 . 5H20 0.5 mg
ZnSO4 . 7H20 0.5 mg
MnSO4 4H20 0.2 mg JAlbúmina bovina (fracción V) 3000 u
Agua destilada y desionizada c.s.p. 11
pH 7.5 J
4.2. Medio de cultivo de B. subtilis
Para el crecimiento en medio líquido de fi. subtilis se utilizó el medio TY (Maniatis j
ycols., 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.5% NaC1. Éste se suplementó con
Bacto-Agar al 1.5% para su utilización como medio de cultivo sólido. Se añadió en ambos J
casos Te 10 ~g/m1.
4.3. Medios de cultivo de E. coil
Las estirpes de E. coil fueron crecidas normalmente en medio TY liquido o sólido
(Maniatis y cols., 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.5% NaC1. La
concentración de los antibióticos usados fue: 15 ng/ml de Tc y 125 pg/ml de Ap. Durante j
la infección de los cultivos con el bacteriófago R408, para la obtención de ssDNA, aquellos
j
J
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se crecieron el medio TYP (Promega): 1.6% bacto-triptona, 1.6% extracto de levadura,
I 0.5% NaCI, 0.25% K2HPO4. Para la puesta en competencia y transformación de las estirpes
de E. coil se utilizaron los medios Penassay (Antibiotic-Medium no 3, Difeo) y SOR
I (Hanahan, 1983): 2% bacto triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaC1, 2.5 mMKC1, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4. En la recuperación de las células tras la
I electroporacién, se utilizó el medio SOC (Bio-Rad): medio SOB suplementado con 20 mMglucosa. Para seleccionar las células con el factor F, los cultivos de E. coli JM1O9 se
U crecieron en medio mínimo M9 (Miller, 1972): 42.3 mM Na,11P04, 22 mM KH2PO4, 8.5
mM NaCL y 18.7 mM NH4CL; ajustados a pH 7.4 y esterilizados por separado del resto de3 los componentes: 0.1 mM CaCI2, 2 mM MgSO4 y 0.2% glucosa. En este caso, se
suplementó con tiamina 1 mM.
4.4. Medios de cultivo de S. aureus¡ Los cultivos de S. aureus se crecieron normalmente en medio líquido Brain-Heart
(Difeo). Para la puesta en competencia y recuperación de las células tras la electroporación,
U se usó el medio CY (1% hidrolizado ácido de caseína, 1% extracto de levadura y 0.5%
glucosa) complementado con 60 mM glicerofosfato (GP). Para el crecimiento en placa se
I empleó el medio sólido GL (0.3% hidrolizado enzimático de caseína, 0.3% extracto de
levadura, 0.6% NaCí, 0.33% lactato sádico, 0.1% glicerol, ajustados a pH 7.8 y 0.75%I Bacw-Agar). Cuando fue necesario se suplementé con Te 10 pg/ml o Em 5 ng/ml.
3. PRODUCTOS COMERCIALES
Los enzimas de restricción, el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. colE,¡ la ligasa del fago T4, la fosfatasa alcalina de intestino de ternera, la polinucleótidoquinasa
U del fago T4 (T4 PNK), la RNasina (enzima inhibidor de RNasas) y la nucleasa BAL31fueron suministrados por las firmas comerciales: New England Biolabs, Boehringer-
U Mannheim y Amersham. Pharmacia LKB y Promega suministraron la DNA polimerasa delfago T7 y la DNA polimerasa del fago T4, respectivamente. La Taq DNA polimerasa fue
U comprada a Boheringer Mannheim. Otras protefnas utilizadas, suministradas por Sigma,fueron: proteinasa K, RNasa A, lisozima, lisostafina y seroalbúmina bovina (BSA). La
proteína SSB (3.2 mg/mí) fue de United States Biochemical Corporation
J
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Los componentes de los medios de cultivo se obtuvieron de Probus, Merck y Difeo.
De Sigma se adquirieron: Cm, Te, Em, DTT, tRNA de E. col!, DNA de timo de ternera y
X-GaI. Boehringer-Mannheim suministré: Ap, IPTG, poli(dIdC), el kit de PCR y los rNTPs J
y dNTPs no radiactivos. Pharmacia, el Sephadex G-50 y el kit de secuenciación de la DNA
polimerasa del fago T7. La agarosa, acrilamida, bisacrilamida, TEMED y SDS fueron
suministrados por Bio-Rad. Para la mutagénesis se utilizó el kit de mutagénesis dirigida de
Promega, para aislar fragmentos de DNA de geles de agarosa se usaron los kits’dGenec1ean~
y “MERmaid’ de RIO 101 Inc. y para la determinación de la concentración de proteínas, el jmétodo ECA de Pierce. El f3ME fue de la casa Eastman-Kodak, el PSA de BRL, la heparina
de Laboratorios LEO S.A, el Na-DOC de Difeo, el EDTA, cloroformo, fenol, etanol, Jformamida, Tris, DMSO y TCA de Merck. Los filtros de nitrocelulosa BA85 para la
transferencia de DNA fueron suministrados por Schleicher & Schuell y los filtros de diálisis
por Millipore. Los nucleótidos radiactivos se compraron a Amersham Internacional. El
material fotográfico utilizado fue, películas T-55 de Polaroid y películas X-Omat S para
autorradiograffas de Kodak. Las pantallas amplificadoras empleadas fueron Cronex
Lightningplus de la casa Dupont.
MiETODOS
1. CRECIMIENTO Y CONSERVACIÓN DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS J
La temperatura de incubación fue de 37 oc para todas las estirpes utilizadas. Para S.
pneumoniae se emplearon condiciones microaerófilas de crecimiento, tanto en medio líquido
como en placas. En el primer caso se utilizaron baños termostatizados sin agitación y en el
segundo, se cubrid la capa basal del medio de cultivo conteniendo las células de j
pneumococos con una ligera capa de medio más laica. El crecimiento de las estirpes de B.
subtilis y E. cok en. medio líquido, se realizó en baños con agitación vigorosa. En estos tres J
casos, el crecimiento se siguió por turbidimetrfa, midiendo la absorbancia de los cultivos a
longitudes de onda de 650, 550, 600 nm, respectivamente. Para ello, se empleé un 4
espectrofotómetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 20. El crecimiento de S. aureus
también se realizó con agitación vigorosa, pero se monitorizé por nefelometría con un filtro si
de color verde o por turbidimetrfa a 600 nm. El cultivo de estos últimos organismos en
J
medio sólido se hizo en superficie sobre placas de petri con TY-agar o GL-agar. Todas las
J
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estipes fueron conservadas a -70 0C. Antes de ser congelados, se agregó un 10% de glicerol
a los cultivos de S. pneumoniae, E. colí y S. aureus y se mantuvieron 10 mm a 37 0C. Au las células de B. subtills se les añadió DMSO al 5% y se congelaron rápidamente en una
mezcla de nieve carbónica y etanol.
2. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTESE Para la preparación de células competentes de S. pneunioniae se empléó el método
I descrito por Lacks (1966). Para la transformación, el cultivo competente debe diluirse 20veces en AGCH suplementado con 0.2% de sacarosa y 0.001% de CaCl
2 e incubarse 20 mm3 a 30 0C. A continuación, se añade el DNA (0.25 ~g de DNA plasmfdicQ es suficiente para
conseguir la saturaci6n dc 1 ml de estas células) y se incuba 40 mm más. Para que el3 marcador de selección se exprese, se mantiene el cultivo durante 90 miii a 37 0C antes de
proceder a la siembra en placa para seleccionar los transformantes. Para la puesta en
I competencia y transformaci6n de células de B. subtilis MB1 1 se siguió el método descritopor Young y Wilson (1972). Las células competentes se descongelaron rápidamente (a 37 0C)
U y se diluyeron 100 veces en el medio correspondiente antes de agregar el DNA (0.5 sg).
Seguidamente, se incubaron durante 90 mm a 37 0C con fuerte aereacién, para permitir la¡ expresión fentfpica de los marcadores de selección. Para preparar células competentes de E.
coil se siguieron los métodos de Hanahan (flanahan, 1983) y Kushner (Kushner, 1978). S6lo3 en el primer caso las células competentes se pudieron almacenar a -70, “C. En varias
oportunidades, las células de E. coil fueron transformadas por electropofación siguiendo el3 método descrito por Dower (Dower y cois., 1988) y utilizando el “Gene Pulse?’ acoplado
al “Pulse controller” de Bio-Rad. Las condiciones empleadas fueron las siguientes: 25 gF,
2.5 kV y 200 U. Las células de £ aureus se electro-transformaron de la misma forma,
utilizando cantidades de DNA entre 10 y 500 ng/ensayo. Las células competentes de
U estafilococos se prepararon de la siguiente manera. Se inocularon 200 mi, de medio GY-GP
con 2 ml de un cultivo crecido toda la noche. Cuando el nuevo cultivo alcanzó una A
6(1)() =
I 0.6, se centrifugó a 4 <‘C durante 15 mlii a 4000 xg. Las células se resuspendieron en tampón
E A (7 mM Hepes pH 7.4, 272 mM sacarosa). Tras otra centrifugación, las células seresuspendieron en 2.4 ml del mismo tampón y se dividieron en alícuotas de 0.16 mi, las
cuales se congelaron a -70 oc hasta ser utilizadas. Una vez electroporadas, las células se¡ diluyeron en 1 ml de medio GY-GP y se extendieron en placas 50 - 200 yl en GL-agar
j
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conteniendo el antibiótico para la selección de transformantes.
3. PREPARACIONES DE DNA J
3.1. Extractos crudos celulares 2
Se realizaron extractos crudos de las diferentes estirpes bacterianas para analizar su
contenido plasmídico. Dado que en estas preparaciones no hay etapas de puaficación del J
DNA del plásmido, aparece además el contenido cromosémico de las bacterias. Para S. u
pneumoniae, se empleó el método de Stassi y cois. (1981). Se centrifugaron 1.5 ml de un
cultivo crecido a DO650 = 0.4 y se resuspendieron en 100 ¡ti de solución de lisis (25%
sacarosa, 0.15 M citrato tris6dico, 0.01% SDS, 0.1% Na-DOC, 25 gg/ml RNasa A). Se
incubé 10 mm a 30 oc y se añadió SDS hasta una concentración final de 1 %. Los usados j
celulares se agitaron vigorosamente durante 3 mm y se sometieron a cuatro ciclos de
congelación a -70 oc (nieve carbónica/etanol) y descongelacién a 37 0C, con el fin de
disminuir su viscocidad por rotura del DNA cromosómico. Se añadió proteinasa K a una
concentración final de 200 pg/ml y se dejó actuar a temperatura ambiente durante 20 mm.
Finalmente, se agregaron 50 ¡¡1 del colorante de carga CEC 3x (0.02% azul de bromofenol,
50% glicerol, 2.5 mM EDTA) para visualizar las muestras durante la corrida electroforética
y facilitar la carga del gel. Para B. sublilis las células se resuspendieron en 100 ¡ti de
solución de lisis (5 mg/ml lisozima, 25% sacarosa, O.1M NaCL, 50 mM Tris-HC1 pH 8.0,
0.5 ,ag/gl RNasa A) y se continué igual que en el caso anterior. Para S. aureus, la solución
de lisis empleada contiene: 20 mM Tris-HCI pH 7.0, 10 mM EDTA, 100 mM NaC1, 20%
sacarosa y 50 ~g/m1 (100 u/mi) de lisostafina. En este caso, los cultivos se recogieron a una
DO
6m = 0.6. J
3.2. Preparaciones de pMsmidos
La preparación de DNA plasmídico de E. coil a pequeña escala se llevó a cabo
siguiendo el método descrito por Bimboim y Doly (1979), basado en la desnaturalización
alcalina y posterior precipitación del DNA cromosémico. En el caso de S. pneumoniae se
siguió el mismo método incluyendo las modificaciones descritas en Stassi y cois. (1981). En
varias ocasiones, se empleó para E. coY el método de lisis alcalina descrito por le Gouill y
cois. (1994), dado que se trata de un sistema más sencillo y rápido. Para la preparación a
2
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gran escala de DNA plasmfdico de ambos huéspedes, se utilizó el método descrito por
I Currier y Nester (1976), basado en la separ~ci6n mediante dos gradientes sucesivos de CsCIdel DNA de interés. Para calcular la concentración del DNA se midió la absorbancia de las
¡ muestras a 258 nm, teniendo en cuenta que un valor de absorbancia igual a 1 corresponde
a 50 ~g/m1 de dsDNA.
4. MANIPULACIÓN ENZIMÁTICA DEL DNA3 El tratamiento del DNA con enzimas de restricción se realizó en las condiciones
aconsejadas por la casa comercial suministradora. Las condiciones de digestión con la
I nucleasa BAL3 1 (cantidad de enzima y tiempo de digestión) se calcularon en función del
número de pares de bases de cada extremo del DNA que interesaba digerir. Para 4 pg de3 DNA se empleó una unidad enzimática en un volumen de 100 gl conteniendo el tampón
especificado por la casa proveedora. La mezcla de reacción se incubé a 30 oc y se tomaron3 alícuotas a distintos tiempos (entre 1 y 15 mm) a las que se les agregó EGTA a una
concentración de 40 mM para parar la reacción. El DNA digerido se fertilizó y precipitó y
U se recircularizó mediante la acción del fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. cok
(Po1IK) y de la DNA ligasa del fago T4. Ambos procedimientos se siguieron teniendo en3 cuenta las indicaciones de la casa suministradora del enzima y las descritas por Sambrook
y cois. (1989).
5. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS3 Para la electroforesis del DNA en geles de agarosa se utilizaron geles horizontales a
una concentración variable entre 0.7 y 1.2%, dependiendo del parámetro a analizar
(separacién de las distintas formas plasmfdicas o separación de fragment¿s de DNA). Sólo
se empleó una concentración mayor (2.5%) para separar fragmentos de pequeño tamaño (verU más adelante). La agarosa se disolvió, por calentamiento, en tampón de electroforesis TAE
U (40 mM Tris base pH 8.0, 20 mM ácido acético, 2 mM EDTA) o TBE ‘(89 mM Tris basepH 8.3, 89 mM ácido bórico, 2.5 mM EDTA). A las muestras se les agregó tampón de
I carga BXGE (0.025% BFB, 0.025% xilencianol, 6% glicerol, 1 mM EDTA) o CEC lx. Laelectroforesis se realizó a voltaje constrante. Las dimensiones de los geles, así como la
duración de la electroforesis y las condiciones de voltaje vanaron según las característicasE del DNA a analizar. Los geles se tiñeron en el mismo tampón utilizado para la electroforesis
J
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conteniendo bromuro de etidio (EtBr) a una concentración final de 0.5 ~g/m1 durante 30 mm j
y el DNA se observé mediante luz ultravioleta (11v) en un transiluminador de onda larga (360
nm) o de onda corta (254 nm). En algunos casos, el EtBr se incluyó en el tampón y en el gel J
de agarosa, obteniéndose así la tinción del DNA durante la electroforesis.
En las experimentos de retardo en gel, la electroforesis de los fragmentos pequeños
de DNA monocatenario se realizó en geles verticales de poliacrilamida (PAA; 40% J
acrilamida :1% bisacrilamida) al 3.5% en tampón TAE, polimerizado con 0.05% TEMED
y 0.1 persulfato amónico (PSA). Se utilizaron cubetas “Mini-protean’ de Bio-Rad y las
dimensiones de los geles fueron: 8.4 cm de ancho, 7.2 cm de largo y 0.75 mm de espesor.
Para secuenciación, así como para determinar el extremo 5’ de la cadena complementada
plasmídica y para identificar los productos de las reacciones de transcripción lii vitro, se
usaron geles de PAA (38% acrilamida 2% bisacrilamida) con 8 M urea. En los primeros
dos experimentos el gel se hizo al 6 u 8%. En el último caso, se hizo al 15%. El tampón
utilizado fue TBE. Las dimensiones de los geles fueron 36 cm de ancho, 40 cm de largo y
0.35 mm de espesor. Las muestras fueron resuspendidas en tampón de carga BXF (80%
formamida desionizada, 10 mM NaOH, 0.1% BFB, 0.1% xilencianol, lmM EDIA) y se
desnaturalizaron por calor durante 3 mm a 90 0C, enfriándolas rápidamente a 4 oc antes de J
ser cargadas en el gel. En estos casos se llevó a cabo una pre-electroforesis a 1700 V durante
1 h. La electroforesis se realizó a un voltaje constante dc 1800 o 2000 V. J
6. ELUCIÓN Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA
Para la construcción de plásmidos recombinantes, se extrajeron los fragmentos de
DNA correspondientes de geles de agarosa utilizando el método ‘Geneclean”, siguiendo las
instrucciones de sus fabricantes. Para purificar los fragmentos ssDNA procedentes de las
reacciones de PCR se empleó el sistema ‘MERmaid” Para ello, se sometieron los productos J
de dichas reacciones a electroforesis en geles preparativos de agarosa (suministrada con el
kit) al 2.5% y se procedió según las instrucciones de la casa comercial. La concentración de
estos fragmentos se calculé midiendo la absorbancia de las muestras a 258 nm y teniendo en
cuenta que una A
258 = 1 corresponde a 33 ~g/m1 de ssDNA.
2
J
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7. SECUENCIACIÓN DEL DNA
La mayoría de las construcciones y todas las mutaciones realizadas en el ssoA delu
plásmido pMV158 se analizaron secuenciando la zona afectada del DNA. Para ello se siguió
I el método de Sanger (Sanger y cols.,1977), utilizando el kit comercial de Pharmacia LKBcon la DNA polinierasa del fago T7 y [a- 32P] dCTP. Se usaron aproxinSadamente 2 p¿g de¡ DNA molde en cada caso y una relación cebador: molde de 10:1. ~l oligonucleótido
empleado fue 5’-GGTATCATCCACTCAAG-3’. El mismo aligo se utilizó pan secuenciar
los productos ssDNA procedentes de las reacciones de PCR. Estos Ultimos se analizaron
mediante secuenciación automática.
8. DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE COPIAS PLASMiÍDICO
El número de copias de los plásmidos utilizados en este trabajo se determiné
siguiendo el método descrito por Projan y cois. (1983), con las modificaciones realizadas por
I del Solar y Espinosa (1992). Se prepararon extractos celulares a partir de los cultivos cuyo
contenido plasmídico se queda analizar. El DNA presente en cada muestra se separé
I mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.7 o 0.8% en tampón TAE a 2.5 V/ern
durante 14 h. Los geles teñidos con 0.5 ~g/m1 de EtBr se iluminaron con luz uy de onda3 corta (254 nm) y se tomaron varias fotografías con distintos tiempos de exposición, utilizando
películas T-55 de Polaroid. La cuantificación densitométrica de las bandas de DNA se realizó
I sobre los negativos de las fotos utilizanddunas veces el d~ensit6metro LKB Ultroscan 2202
acoplado a un ordenador Apple II, y más recientemente, un densitémetro 400, usando el
I programa ImageQuant (Molecular Dynamics). El número de copias de cada plásmido se
calculó en relación al de pLSl, cuyo valor en cada huésped se había determinado por marcaje
I de DNA total in vivo (del Solar, 1991). Dado que el grupo planar del EtBr se intercala en
mayor grado en las formas lineares y circulares abiertas (oc) del plásmido, que en formas¡ circulares covalentemente cenadas (ccc), fue necesario aplicar un factor de corrección en el
I cálculo del número de moléculas de plásmido por equivalente cromosómico (N). Este factorde corrección fue estimado por Projan y cols. (1983) en 1.36. De esta manera, el valor de
N se calculé a partir de la siguiente ecuación:
N=j~p
1+ L3óDpfl XMc
Dc X Mp
u
J
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donde: Dp1 y Dp2 son los valores determinados por densitometría para las bandas J
correspondientes a las formas oc y ccc del plásmido; Mc es el tamaño del DNA
mi
cromosámico, estimado en 3 x 106 pb para las especies bacterianas en estudio (Lacks y
cois., 1986); Dc es el valor determinado por densitometrfa para la banda correspondiente al J
DNA cromosémico y Mp es el tamaño del DNA plasmfdico en pb.
9. TEST DE ESTABILIDAD PLASMÍDICA
Para el estudio de la estabilidad segregacional de los plásmidos pMV158 y derivados
de éste, en distintos huéspedes, se procedió según el método descrito por del Solar y cols.
(1987a). Se prepararon cultivos de las estirpes que contenían los plásmidos en estudio, en j
medio liquido selectivo, y se crecieron hasta una DO de 0.4. Estos fueron considerados la
generación de partida (g = O). A continuación, los cultivos fueron diluidos sucesivamente
en una proporci6n 1:1023 en medio líquido sin antibiótico, y se crecieron hasta altanzar
nuevamente una DO de 0.4. El número de generaciones transcurridas entre una dilución y
la anterior es de 10. Se tomaron muestras de cada uno de estos cultivos y se plaquearon en
medio sólido con y sin presi6n de selección. Mediante recuento de colonias se determiné el
porcentaje de células con plásmido cada 10 generaciones de crecimiento de la bacteria
huésped. La tasa experimental de pérdida del plásmido por célula y generación (Lex) se
calculó a partir de la siguiente ecuación:
Lex = 1 -
siendo P0, la frecuencia inicial de células con plásnildo y P, la frecuencia de células con
plásmido tras crecer el cultivo durante n generaciones sin presión de selección. J
10. MU¶UAGÉNESIS DIRIGIDA J
Para la sustitución de nucleótidos en la secuencia del ssoA de pMV158 se empleó el
sistema de mutagénesis dirigida in vitro de Promega. Con el kit se suministré el fagémido J
pALTER- 1 que contiene el oh del fago fi, un sitio de multiclonado y das genes de
resistencia a antibióticos, tet (para Tc) y Ha (para Ap). El segundo de estos genes ha sido
inactivado mediante la modificación puntual de su secuencia. Este sistema se basa en primer J
lugar, en conseguir aislar ssDNA procedente de un fagémido recombinante derivado de
J
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pALTER-1 que contenga insertado el fragmento de DNA que se desea modificar. En nuestro3 caso, se doné el fragmento EcoRI - PstI conteniendo la región ssoA de pMV15S, en el sitio
de multicloriado del vector incluido en el gen laeZ. El producto de este gen es capaz de3 degradar el compuesto X-Gal confiriéndole como consecuencia de la reacción una coloración
azul caracterfstica a la bacteria huésped, en un medio que contenga IPTO. Los fagémidos
reconibinantes que llevasen el inserto de pLS1 verían alterada la expresión del gen lacZ y por1 /lo tanto el clon bacteriano aparecerá de color blanco en la misma preparación. Como además
I pALTER- 1 posee un determinante de resistencia a Te, la selección de los recombinantes se
realizó en placas que también contenían este antibiótico. Los oligos con cada una de las
I mutaciones (Tabla 6) se anillaron por separado al ssDNA molde junto con un oligo que
restaura la Apt en la hebra mutante durante la reacción de mutagénesis. Esta hebra se
I sintetizó usando la DNA polimerasa y la DNA ligasa del fago T4. Á continuación, se
realizaron dos rondas sucesivas de transformación: primero, se utilizó una estime de E. cok3 deficiente en el sistema de reparación de apareamientos erróneos de bases (BMH71-lSmutS),
la cual suprime in vivo la reparación del error mutagénico introducido en’el gen ¿‘la y en el
U fragmento de DNA plasmídico. Después se realizó una segunda ronda de transformación en
la estirpe JM1O9, para asegurar la segregación de los recombinantes que posean la mutación
I deseada. La selección de los mismos se realizó en medios de cultivo con Ap 125 j¿g/ml. Sólo
pueden crecer las colonias que contienen el fagémido recombinante con el gen Ha reparado3 y por lo tanto, en los casos donde haya tenido lugar la hibridación del oligo reparador con
el ssDNA. Dado que se usa una cantidad en moléculas cinca veces mayor del oligoU mutagénica que del oligo reparador para la reacción de anillamiento, la probabilidad de que
se haya anillado el primero cuando también lo ha hecho el segundo, es muy alta. Por lo1 tanto, la probabilidad de que los fagémidos ApT contengan la mutación deseada será también
muy alta. En todos las casos, la presencia de dichas mutaciones se han verificado medianteu
secuenciación del DNA.
El procedimiento para aislar ssDNA del recombinante se explicará más adelante. Para
las reacciones de anillamiento se emplearon 0.2 pmoles de ssDNA, ‘1 pmol del oligou
reparador del gen bla y 5 pmoles del aligo mutagénico. Ambos oligos fueron fosforilados
previamente para aumentar la eficiencia de ligación durante la sfntesis iii vitro de la cadena
complementaria. El DNA de cada recombinante se extrajo de los clones seleccionados
J
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siguiendo el método de Birnboim y Doly (1979).
11. MARCAJE RADIACTIVO DEL DNA J
11.1. Preparación de sondas radiactivas
Para la preparación de sondas de pLSl y pE194 marcadas radiactivamente, se
1~
procedió según el método descrito por Feinberg y Vogeistein (1983), basado en el marcaje
al azar del DNA mediante la extensión de cebadores hexanucleotídicos. Para ello, se jdesnaturaliz6 1~g de DNA plasmídico por calentamiento (10 mm, 95 0C) y se enfrié
rápidamente. La reacción se llevó a cabo en 20 pl, en presencia de 50 mM Tris-HCL pH 7.2,
10 mM MgCl
2, 0.1 mM DTE (ditiocritritol), 0.2 mg/ml BSA, 20 jxCi de [a- 321~] dCTP
(actividad específica de 5000 Ci/mmol), mezcla de los restantes dNTPs fríos a 75 ~M, 2.2 J
~g de hexanucleátidos cebador¿s y 1 u de Pol 1K. La mezcla se incubé durante 2 h a 37 “C,
y la reacción se paré por adición de 20 mM EDTA y 8 ¡xg de DNA de timo de ternera. El
isótopo radiactivo no incorporado al DNA se eliminé pasando la muestra por una columna
de 1 ml de Sephadex 0-50 equilibrada en TE (10:1). Antes de usarlas, las sondas se
hirvieron durante 5 mm, seguidas de un enfriamiento rápido en hielo.
11.2. Marcaje del extremo 5’ de ssDNA
Los fragmentos ssDNA utilizados en los experimentos de migración retardada en geles
de PAA como consecuencia de la unión de la RNAP, se marcaron en su extremo 5’
siguiendo el procedimiento descrito por Sambrook y cois. (1989). Para ello, se mezclaron
6 unidades de T4 PNK, 1 pinol de SsDNA de 313 ¡it y 20 pCi de [y-
32P] dATP (actividad
específica de 5000 Ci/mmol) en el tampón suministrado con el enzima, incubándose 30 mm J
a 37 0C. Para la eliminación del nucleótido radiactivo no incorporado, la mezclase trató con
fenol:cloroformo (1:1, y/y) y el DNA se precipité con 3 M acetato amónoco y 3 volúmenes J
de etanol absoluto, seguido por un lavado con etanol al 80%. Para aumentar los niveles de
precipitación del DNA en estas condiciones, dado que se había partido de una cantidad muy J
baja del mismo, se empleó poli(dIdC) como “carrier” en dicho proceso.
12. DETECCIÓN DE FORMAS ssDNA PLASMÁIMCAS ACUMULADAS IN VIVO
Para la detección de las formas ssDNA de plásmidos contenidos en las estirpes S. j
J
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pneumoniae 708, B. subtilis MBL 1 y 8. aureus RN4220 se procedió según el método descrito
I por te Riele y cols. (1986). En primer lugar se realizaron extractos crudos de células quecontenían los plásmidos a estudiar. Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de
E agarosa 0.7% empleándose el tampón IBE con 0.5 ~g/m1 de EtBr. Se midió la distanciadesde los pocillos del gel de las distintas bandas del DNA plasmfdico tras ser fotografiado
M e irradiado con luz uy (254 nm). A continuación se transfirió el DNA a un filtro denitrocelulosa siguiendo básicamente el método descrito por Southem (1975). dependiendo
I de la finalidad del experimento, cl DNA de los geles fue o no desnaturalizado previamente
a su transferencia. El tratamiento desnaturalizante incluye la hidrólisis parcial del DNA con
I HC1 0.12 Me incubaciones sucesivas del gel en las soluciones Soalc 1(0.5 M NaO}I, 1.5 MNaCL) y Soak II (3M NaCL, 0.5 M Tris-HCL pH 7.2). Esta ditima solución tiene efecto
I neutralizante y fue la única empleada para el tratamiento de geles en condiciones no
desnaturalizantes. En el primer caso, se transferirá tanto el DNA bicatenario como3 monocatenario, mientras que en el segundo caso sólo se transferirá el ssDNA presente en el
gel. La transferencia del DNA de cada gel a filtros de nitrocelulosa se realitó por capilaridad
I utilizado la solución SSC 10 veces concentrada (1.5 M NaCí, 0.15 M citrato trisódico). Al
cabo de 14 h, el filtro fue secado a 37 0C y el DNA se fijó al mismo durante 2 li a so 0C.
I Antes de ser hibridados con la sonda radiactiva correspondiente, los filtros se prehibridaron
en un tampón conteniendo 50% formamida, 5 mM EDTA, 0.9 M NaC1, 48 mM fosfato
I sádico pH 6.8, 0.1% SDS, 100 sg/ml DNA de timo de ternera desnaturalizado y solución
Denhart’s lx ~reparada según Maniatis y cois., 1982) durante 2 h. Para la hibridación se
agregó a este tampón, la sonda previamente desnaturalizada por calentamiento y se incubé
14 h a 37 0C. Tras el lavado y secado de Los filtros, se expusieron a películas
I autorradiográficas. La radiactividad presente en las bandas de ss y dsDNA de cada plásmido
se cuantificó directamente de los filtros hibridados utilizando el equipo PhosphorlmagerU asociado al programa de análisis ImageQuant (Molecular Dynamícs). A partir de los valores
I
obtenidos, se calculé la relación ss/dsDNA en cada caso, teniendo en cuenta que el valor de
radiactividad incorporada a las bandas dsDNA es el doble que la registrada para el ssDNA
I (por tratarse de dos hebras de DNA por copia plasmídica). Este factor de corrección seincluyó en todas los cálculos realizados.
Cuando interesó cuantificar la cantidad de SSDNA acumulada al agregar rifampicina
Materiales y Métodos 62
y/o eritromicina, se emplearon cultivos de S pneumoniae 708 conteniendo el plásmido en J
estudio, crecidos a una DO de 0.4. Los antibióticos se añadieron a una concentración final
Mi
de 100 ~¿g/mly el procedimiento de detección de formas ssDNA y cuantificación respecto
a las formas dsDNA se realizó de la misma forma anterior.
13. OBTENCIÓN DE ssDNA CIRCULAR
Para aislar el ssDNA generado por los fagémidos recombinantes derivados de
pALTER-1 construidos en este trabajo, que se emplearon en los experimentos de mutagénesis
dirigida y de replicación in viero, se procedió según las indicaciones dadas en el 1<11 de
mutagénesis empleado. Un cultivo de E. coil JM1O9 conteniendo el recombinante de interés,
crecido en medio TYP suplementado con Te (15 ~g/m1), se infectó con el fago R408, usando
una multiplicidad de infección (m.o.i, número de partfculas del fago/célula) de 10. Este fago
suministra las proteínas necesarias para que pueda generarse el ssDNA a partir del oh de fi
presente en el fagémido, y para su encapsidación. Las partículas del fago y del recombinante J
salen a través de las células, quedándose en el sobrenadante después que éstas hayan sido
centrifugadas. Dado que R408 sólo puede infectar células que contengan el factor F’, se J
seleccionaron inicialmente los clones bacterianos que, además, no hubiesen perdido dicho
factor durante las etapas anteriores de crecimiento. Para ello, se sembraron placas con un
inóculo de estas bacterias en medio mfnimo M9 suplementado con tiamina 1 mM y Tc.
Como la estime JM1O9 es auxotrófica para prolina, se seleccionaron los clones que al J
contener el factor F’, poseen la información genética para la síntesis de la misma. El DNA
fágico junto con el DNA del fagémido recombinante se obtuvo siguiendo las indicaciones de
Maniatis y coN. (1982). La precipitación de las partfculas encapsidadas se realizó añadiendo
200 pl de una solución que lleva 20% PEG y 2.5 M NaC1 a 1.2 ml cada sobrenadante. Las J
proteínas de la cápside se eliminaron tras sucesivas extracciones con fenol y
fenol:cloroformo. El DNA resultante se precipité con 0.1 volúmenes de acetato potásico 3M J
pH 4.8 y 2 volúmenes de etanol absoluto. A continuación se lavé con etanol al 70%.
J
14. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS LIBRES DE CÉLULAS
J
14.1 Extractos de S. aureus
Los extractos acelulares de estafilococos para los ensayos de replicación in vitro a J
J
-I
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partir de ssDNA se realizaron con la estirpe S. aureus RN4220, siguiendo el método descrito¡ por Birch y Khan (1992). Un litro de medio Brain-Heart se inoculé con 2 ml de un cultivo
de esta bacteria crecido durante la noche. El nuevo cultivo se creció a 37 0C con agitación
U (250 rpm) hasta que se alcanzó una turbidimetrfa de 350 con el sistema de medida utilizadopor los autores (aproximadamente una DO
6~ = 0.6). Las células se recogieron por
3 centrifugación a 5000 rpm, durante 10 mm, a 4 oc en el rotor GS3 (Beckman), se lavaron
— con tampón TEG (25 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA) y se resuspendieron en 4 ml del mismo
tampón. La suspensión se trasvasó a tubos de policarbonáto del rotor SW41, las cuales se
congelaron inmediatamente en nieve carbónica y se mantuvieron así durante 10 mm,3 descongelándose a continuación, a 15 0C. Se añadió KC1 a una concentración final de 150
mM y se repitió una segunda ronda de congelación/descongelación. La 1i~is celular se llevó
E a cabo agregando 0.2 mg/ml (400u/ml) de lisostafina disuelta a lmg/ml en TEG y dejando
actuar al enzima durante 45 mm en hielo. Se repitió una tercera ronda de congelación y
descongelacién a is oc y se centrifugó en rotor basculante SW41 previamente enfriado a 4
0C, durante 30 mm a 33,000 rpm, para eliminar los restos celulares. Se midió el volumen
I del sobrenadante y se transfirió a un vaso de Bohemia de 25 ml. A partir de este momento
se trabajó en una cámara climatizada a 4 0C. Para precipitar el DNA cromosémico de la
I preparación, se agregó, gota a gota, 0.1 volúmenes de una solución de sulfato de
estreptomicina preparada al 30% en agua destilada, mientras se agitaba con un pequeño imán
U sometido a una fuente magnética. La agitación se continué 30 mm más. Seguidamente, se
centrifugó durante 10 mm a 13,000 rpm en un rotor SS-34 enfriado a 4 0C. Se decantó el
I sobrenadante en otro vaso de Bohemia dc 25 ml y se añadió muy lentamente 0.472 g/ml de
sulfato amónico, agitando de la misma forma anterior. De esta manera se consigue precipitarU aproximadamente un 70% dc las proteínas presentes en la preparación. Se centrifug6 15 mm
en las condiciones anteriores y el precipitado de protefnas se resuspendió en 1 ml de tampón
I TDE (10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM KCL, 1 mM Dlii? y 10% etilén
I glicol). La resuspensién se dializó en una bolsa de diálisis durante 2 h en TEG. Laconcentración dc protefnas del extracto se determinó mediante el empleo del reactivo BCA
(Pierce). La concentración de proteínas fue de 60 mg/ml.
14.2. Extractos de S. pneumoniaeu Las estirpes empleadas en este caso, fueron, S. pneumoniae 708, S. pneumoniae
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MP547 y S. pneumoniae MP5ÓO. Se creció en medio AGCH suplementado con sacarosa y J
extracto de levadura (ver Materiales) un cultivo de cada bacteria hasta una DO650 = 0.4 (el
medio de cultivo de la estirpe MPS6O contenía, además, 1.5 gg/ml de Cm). Se inoculé con J
5 ml de cada cultivo, 1 litro del mismo medio y a la DO anterior se detuvo el crecimiento
J
por enfriamiento en hielo. Las células se recogieron por centrifugación a 5000 rpm durante
10 mm a 4 oc, se lavaron con un tampón que contenfa 50 mM Na2PO4 pH 6.9, 1 mM J
EDTA, 5 mM EGTA y 0. 1 mM PMSF y se resuspendieron en 4 ml de la misiha solución.
Se transfirió la resuspención a tubos de policarbonato y tras una primera ronda de J
congelación en nieve carbónica/etanol y descongelación a 15
0C, se añadió KC1 hasta una
c centración final de 150 mM. Después de una segunda ronda de congelación y
descongelacién, las células se usaron agregando 10 gg/ml (unas 100 u/mi) de autolisina pum
(purificada en el laboratorio del Dr. R. López) e incubando la mezcla 7 mm a 37 <‘C. El
procedimiento posterior fue idéntico al descrito por Birch y Khan (1992) y desarrollado en
el apanado anterior. La concentración de proteinas obtenida fue de 55 mg/ml. J
15. REPLICACIÓN IN VITRO A PARTIR DE ssDNA
Los ensayos de replicación in viti-o a partir de DNA monocatenario se realizaron
siguiendo el método descrito por Birch y Khan (1992). Se emplearon básicamente las mismas
condiciones, tanto para el sistema de S. aureus como para el sistema de S. pneumoniae,
difiriendo solamente en la naturaleza del extracto usado y en que en el primer caso se mareé
el DNA con [a-32P]dATP y en el segundo, con [a-32P]dCTP. Las reacciones se realizaron
en un volumen total de 30 ~l conteniendo 150 ng de sSDNA, 3 ¡¿1 dc solución RM lOx [0.4
M Tris-HCI, 120 mM Mg(OAc)
2, 1 M KCI, 20 mM ATP, 5 mM de cada rNTP (GTP, UTP,
CTP), 0.5 mM cAMP, 0.5 mM NAD, 0.5 mM de dCTP, dGTP y dATP 6 dCTP], 20 ~M
[a-
32P]dCTP 6 [a-32P] dATP (10 MCI) y la cantidad de extracto ensayada. Las reacciones
se incubaron a 32 oc y se pararon con 30 >í1 de solución de parada (50 mM EDTA, 2% j
SDS, 25 gg/ml proteinasa K) y posterior incubación a 37 oc durante 30 mm. El volumen
de cada ensayo se elevé a 200 ¡tI con TE 10:1 y se agregó 10 gg de tRNA como “carrier”
para la precipitación del DNA. La desproteinizacién de las muestras, se realizó mediante dos
fenolizaciones sucesivas con 200 pl de fenol:cloroformo. El DNA se precipité con 80 ~¿lde J
7.5 M acetato amónico y 2.5 volúmenes de etanol absoluto, lavándose posteriormente con
etanol al 70%. Las muestras se secaron al vacío durante 5 mm y se resuspendieron en el J
J
J
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tampón correspondiente según se fuera a tratar enzimáticamente o a cargar en un gel de¡ agarosa o de secuencia. Cuando se cuantificó la radiactividad incorporada al DNA, se
procedió según el método de precipitación diferencial con ácido tricloroacético (TCA)
descrito por Sambrook y cols. (1989).
16. OBTENCIÓN DE FRAGMENTOS ssDNA
Para los ensayos de retraso en gel y de transcnpclori in varo se emplearon fragmentos
I ssDNA con la secuencia plasmídica que se deseaba estudiar. Estos fragmentos se obtuvieron
por amplificación asimétrica mediante PCR (reacción en cadena de la poliffierasa) de la hebra
U de DNA conteniendo dicha secuencia. Para ello, se utilizó el kit de PCR de Boebringer
Mannheim y se procedió según sus instrucciones y manteniendo una relación de 50:0.5
I pmoles de los oligos, según la hebra de DNA que se desease amplificar. Los oligos
empleados fueron:¡ 1) 5’-TCAGCAAAATGACAAGATGCTAGG-3’
2) 5’ -TCATCCACTCAAGAC’flTI?GACGC-3’3 La temperatura de fusión de los oligos, así como el diseño de los mismos de tal modo que
no hibridaran con otras zonas del DNA molde, se calculó con el programa OLIGO (versión
I 3.4). Como molde se utilizaron aproximadamente 10 ng de un fragmento de 1.2 kb del
U
plásmido con la secuencia de interés. Se realizaron 30 ciclos de 60 seg a 94 0C, 60 seg a 48
0C y 90 seg a 720C, seguidos por dos ciclos de 1 mlii a 94 0C, i mm a 48 0C y 5 mlxi a
72 0C. Los productos de cada reacción se sometieron a electroforesis en un gel preparativo
I de agarosa 2.5% y la banda de ssDNA se purificó por el método “MERmaid’ (Bio 101,
USA). La concentración de cada muestra se midió espectrofotométricamente.
I 17. ENSAYOS DE RETRASO EN GELLos ensayos de unión de la RNAP de fi. subtilis a fragmentos ssDNA de 313 nt
U obtenidos por el métodos anterior se realizaron en un volumen de 10 gl que contenían 0.03pmoles (30 000 cpm) del fragmento ssDNA marcado en su extremo 5’, 1 pg poli(dIdC), 1
I gg BSA, cantidades variables (9 - 64 ng) de RNAP (preincubada en 25 mM Tris-HC1 pH8.0, 1 mM EDTA, 7 mM ¡3ME, 50% gliceral, con la subunidad o~ en cantidades saturantes)
U y el tamp6n de reacci6n B (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCL, 90 mM sulfatoamónico, 10 mM MgCl
2, 4% sacarosa, 1 mM DTT). La RNAP utilizada fue purificada en
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el laboratorio de la Dra. M. Salas según se indica por Menda (1996). Cada ensayo se incubé
a 4 0C durante 10 mm y antes de ser cargado en un gel de PAA (40:1) 3.5%, se lealiadió
2 pl de glicerol al 30% sin colorantes. La electroforesis se llevó a cabo a 100V en una J
cámara climatizada a 4 0C. Los geles húmedos se adsorbieron a papeles de filtro y se
cubrieron con film de plástico para su exposición autorradiográfica. J
18. ENSAYOS DE TRANSCRIPCIÓN IN VITRO
Les ensayos de síntesis iii vitro de pRNAs a partir de fragmentos SsDNA se realizaron
utilizando la RNAP de B. su/gilís. Cada reacción se llevó a cabo en 50 jtl totales. Primero,
se agregaron 0.1 pmoles del fragmento ssDNA de 313 nt con la secuencia en estudio
resuspendidos en 1 pl y 20 ¡ti de tampón B. La mezcla se calenté durante 3 mm a 90 oc
y se enfrió lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. A continuación, se añadió 1
pmol de RNAP (1 ji1) y se mantuvo 5 mlii en hielo antes de agregar 28 jd de tampón B
complementado con 0.36 mM de ATP, CTP y fl’P, 5 jxg de heparina, 5 unidades de
RNasina y 0.14 mM [a-32P]UTP (5 pCi). Cuando se utilizó SSB de E. coli, se añadieron
28.5 pmoles de la misma y se incubé con el ssDNA molde durante 20 mm a 30 0C. Las
reacciones se incubaron 10 mm a 37 oc y se pararon con EDIA a una concentraci6n final
de 10 mM. Los ácidos nucleicos se precipitaron con 0.1 volúmenes de acetato potásico 3 M
pH 4.8 y 2.5 volúmenes de etanol, empleando tRNA como “carrier’. Las muestras se
secaron al vacío durante 3 mm, se resuspendieron en 6 ~l de tampón de carga, se calentaron
a 90 oc durante 3 mm y se sometieron a electroforesis en un gel de 15% PAA-8 M urea.
19. PROGRAMAS INFORMÁTICOS
Se utilizaron los programas DNASTAR para las comparaciones de secuencias de j
DNA. Las predicciones de plegamiento de DNA se realizaron con los programas PCFOLD
y MOLECULE, desarrollados por M. Zucker y por J.R. Thompson, respectivamente. Para j
todas las cuantificaciones realizadas a partir de imágenes se usó el programa ImageQuant
(Molecular Dynamics) y para elección de oligos para PCR se empleó el programa OLIGO
(versión 3.4).
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1. DEFINICIÓN DEL ssoA DE pMYl58
Como se comenté en la Introducción, es necesario que en los plásmidos con
I replicación RC exista una etapa de conversión de los intermediarios ssDNA a dsDNA paraque se complete su proceso replícativo (síntesis de la cadena retrasada). Esta etapa requiere
U la presencia de una señal que actúe como origen de replicación de la cadena complementaria(sso), tal como ocurre en los colifagos de cadena sencilla durante el paso de SS -. RF.
En el plásmido pMV158 se han definido dos tipos de sso, según la homología de sus
I secuencias: ssoA y ssoU (Novick, 1989; van der Lelie, 1989). Ambos están localizados en
la cadena codificante del plásmido y están separados por el gen mobM (Fig. 9). Hasta la
I fecha, éste es el único caso conocido donde en un mismo genoma se presentan dos señales
distintas de conversión del ssDNA plasmídico. En este trabajo se estudiará la función de cada
I uno de estos orígenes de replicación, de forma separada y en varios huéspedes. El ssoU se
encuentra en el fragmento de DNA limitado por los sitios EcoRI entre las coordenadas 3170
U y 4298 de pMV1S8 (Fig. 11). Este fragmento de 1.1 kb contiene, además, la región
promotora y parte del gen mobM y su deleción dio lugar al plásmido pLS1 (4408 pb), cuyas
U funciones replicativas y sistemas de control del número de copias en S. pneumoniae han sido
U
y siguen siendo objeto de estudio en nuestro laboratorio. Tanto pMV158 como pLS1 se
mantienen de forma estable en esta especie bacteriana y presentan un promedio de 36 y 22
I
copias por equivalente cromosómico, respectivamente. Dado que pLS 1 posee un solo tipo de
sso, el ssoA, y se sabe que es completamente funcional en dicho huésped, se utilizó este
I plásmido para el estudio detallado de este origen de replicación. Por lo tanto, y parasimplificar, en este apanado (y en los siguientes que traten sobre el ssoA), en lugar de
I refenmos a la secuencia de su parental pMV158, se hablará en términos de coordenadasdefinidas para pLS 1 por Lacks y cols., (1986). En la Figura 12 se presenta un esquema de
E pLSl con los sitios de restricción más relevantes a este trabajo y su posición correspondienteen la secuencia del plásmido.
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Figura 11. Mapa ffsico y genético de pMVISS. Los orígenes de replicación de las cadenas líder (¿¡so) y
retrasada (sso,4 y SSO LO se representan en un recuadro sombreado con sus respectivas direcciones de replicación
(flechas). Se indican las proteínas codificadas por el plásmido y su dirección de síntesis (flechas anchas) y la
posición de los RNAs antisentido, RNA 1 y RNA II (flechas onduladas). Se señalan los sitios de restricción más
relevantes y sus coordenadas de corte. La deleción que da origen al plásmido pLSI está indicada con un
corchete.
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Figura 12. Mapa físico y funcional de pLS1. Los orígenes de replicación de lascadenas líder (¿¡so) y retrasada
(ssaA) se representan en un recuadro punteado y sombreado, rcspcctivaníente. La dirección de la replicación
a partir de estos orígenes se indica con una flecha. Se muestra la extensión de las deleciones en pLSS (AS),
pLS4 (A7+A5), pLSlA24 (A24), los promotores (círculos pequeños), los RNAs (flechas onduladas) y las
proteínas codificadas por el plásmido (flechas anchas). Se indican los sitios de restricción más relevantes y las
coordenadas de corte.
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1.1. Análisis de deleciones en la región del ssoÁ
En el momento de iniciar esta Tesis, se tenían algunos datos sobre el origen de
I replicación de la cadena retrasada de pLSl (ssoA), relativos a su posición y función en S.pneumonzae (una especie relacionada a S. agalact¿ae, desde donde pMV158 fue aislado
I originalmente), B. subtilis y E. coil (del Solar, 1991). Los derivados de pLS1 con los que
se contaba entonces para estos estudios eran pLS5 y pLS4. El primero contiene una deleción
U de 332 pb (coordenadas 34 a 365; AS en Fig. 12) que resulta en el aumento de su número
de copias al doble que el de su parental, en los tres huéspedes analizados. Aunque aún no
U se conoce exactamente la razón de este cambio fenotípico, se ha propuesto que la estructura
secundaria existente en el fragmento delecionado, actuada como un posible elemento negativo
I del inicio de la replicación. El plásmido pLS4 fue construido a partir de pLS5 por
eliminación del fragmento HindIII (3279) - NcoI (4221) (A7 en Fig. 12). El efecto de esta
rn segunda deleción se manifestó en un incremento de las formas ssDNA intracelulares
generadas por el plásmido y en el descenso de su número de copias a la mitad del de pLS 1
I en S. pnewnoniae (es decir, que tendría un número de copias cuatro veces menor que el de
su parental pLS5). Tanto en este huésped como en B. subtilis, pLS4 mostró adémás, un
I grado de inestabilidad segregacional muy marcado, mayor incluso que el que le
correspondería según un reparto al azar calculado teóricamente (del Solar, 1991; Tabla 3;
I ver Discusión).
La gran acumulación de intermediarios replicativos ssDNA de pLS4 en 5. pnewnontae
I puso en evidencia que la señal de conversión ss —* dsDNA del plásmido se encontraba en estefragmento HindIJí - NcoI de pLS 1. Esta región contiene una secuencia de nucleótidos
I inversamente repetida, entre las coordenadas 4094 y 4225, con potencial para formar unaestructura tipo tallo-lazo en cada cadena del DNA, con un 70% de sus bases apareadas (del
I Solar y cois., 1987a; Fig. 13). La presencia de este tipo de estructuras en el DNA es unacaracterística compartida por todos los sso descritos hasta el momento, tanto para colifagos
I de cadena sencilla como para plásmidos con replicación RC. La existencia de una estructurasecundaria en dicha región de pLSl se comprobó experimentalmente mediante digestión
U controlada con nucleasa SI de DNA superenrollado (del Solar y cols., 1987a). La homologíade esta zona con los sso descritos para una serie de plásmidos de S. aureus permitió su
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inclusión dentro del tipo paLi ó ssoA de orígenes de replicación (Novick, 1989; Fig. 2). Al
igual que en éstos, en el ssoA de pLSl se destacan dos zonas conservadas: la región RSE,
ubicada en la base del tallo de la estructura secundaria formada y el hexanucleótido 5’-
TAGCGT-3’ (que denominaremos CS-6), localizado principalmente en el lazo desapareado
de esta horquilla (Fig. 13). Por otro lado, se habían propuesto mecanismos alternativos de
conversión ss -. dsDNA en pLS4, dado que este plásmido sigue siendo capaz de replicar en
pneumococos a pesar de carecer de la señal principal de conversión del ssDNA plasmídico.
Estos mecanismos son, sin embargo, muy poco eficientes, puesto que sólo garantizan la
conversión a dsDNA de un porcentaje bajo de moléculas ssDNA, las cuales aparecen, como
consecuencia, acumuladas en alta proporción en células de pneumococos que contienen pLS4
(del Solar y cols., 1987a; ver Fig. 15).
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Figura 13. Estructura secundaria predicha del ssoA de pLSI. Se presenta el plegamiento intracatenano mas
estable predicho por ordenador (programas PCFOLD y MOLECULE) de la cadena (±)de pLS 1, entre las
coordenadas 4000 y 4300 del plásmido. Se indican las secuencias conservadas RS5 y CS-6 y algunas
coordenadas de esta secuencia.
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Teniendo en cuenta estos datos, se procedió al diseño de un estudio más detallado del
ssoA de pLSl. En primer lugar había que acotar de forma experimental la región mínima que¡
funcionaba como origen de replicación de la cadena complementaria en este plásmido. Este
ongen es completamente activo en £ pneumoniae, es decir, que las formas de ssDNA¡
plasmídico detectables son muy bajas, debido al alto índice de conversión a dsDNA de las
mismas. Esta característica facilitaba la determinación de variaciones en la acumulación de1
ssDNA plasmídico en células de pneumococos, fiel reflejo de variaciones en la fúncionalidad
de su ssoA, por lo que se utilizó dicho huésped para analizar, de forma comparativa, el
contenido intracelular de ssDNA generado por plásmidos alterados en esta zona. Partiendo¡ de la base de que la señal de conversión ss -. dsDNA de pLS1 se encontraba dentro del
fragmento Hindílí - NcoJ delecionado en pLS4 y que la estructura tipo tallo-lazo, asi como
U las secuencias conservadas se localizan entre los sitios Afluí (4022) y NcoI (4221) incluidos
en esta región, se construyeron dos derivados de pLS 1 que carecían de los fragmentos
U Hindilí - AflhI (pLS1AHA) y AflhI - NcoI (pLSlANA) (Fig. 14). Con estos plásmidos se
transformaron células competentes de S. pneumoniae y los clones seleccionados se crecieron
I en presencia de Tc (lggIml) hasta una D.O = 0.4, correspondiente a la mitad de su fase
exponencial de crecimiento. Estos cultivos se utilizaron para preparar extractos crudos
I celulares. Como control se llevaron extractos de pneumococos que contenían los plásmidos
pMV158 (ssoA + ssoti), pLSl (ssoA), pLS5 (ssoA + AS), pLS4 (AssoA + AS) y pLS1A24
I (ssoA + A24). Este último replicón contiene una deleción que abarca desde el sitio NcoI
hasta la coordenada 401, cercana al dso de pLSl (A24 en Fig. 12).
El DNA plasmídico de cadena sencilla se puede detectar en extractos celulares
I siguiendo tres criterios: i) tiene una movilidad electroforética mayor en geles de agarosa que
la de las formas monoméricas de DNA de doble cadena ccc (circulares, covalentemente
E cerradas superenrolladas); u) se une a filtros de nitrocelulosa sin necesidad de
desnaturalización previa, y iii) es totalmente sensible al tratamiento con nucleasa 51 (te RieleU y cols., 1986). Por lo tanto, una forma de estimar la proporción de ssDNA plasmídico
I presente en un extracto celular, consiste en analizar (mediante hibridación con una sondamarcada) el DNA total transferido a una membrana tras su desnaturalización. La relación
I ss/dsDNA permitirá evaluar la función de los sso plasmídicos de forma comparativa,independientemente i) del número de copias promedio (medido como dsDNA) que tengan
u
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estos replicones en la población bacteriana, siendo dsDNA igual a la suma de las formas ccc u
más las formas oc (circulares abiertas) del plásmido, y ji) de variaciones experimentales entre
los distintos ensayos. Para la detección de los intermediarios ssDNA y su cuantificación j
relativa al dsDNA en cada caso, se procedió según los apartados correspondientes de
Métodos.
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Figura 14. Mapa de deleciones en pLS1. Se representa esquemáticamente la región comprendida entre los usitios HindIII (coordenada 3279) y ApaLI (coordenada 607) de pLSI. Se señalan las deleciones (lineaspunteadas) producidas en los plásmidos indicados a la derecha de cada representación. El orig n de r plicación
de la cadena líder (dro) se representa en un recuadro sombreado. Se indican algunos sitios de restricción y sus
correspondientes coordenadas de corte. u
Los resultados obtenidos coincidieron con nuestras expectativas: sólo en el caso de j
pLSIANA se detectó un incremento intracelular de ssDNA plasmídico comparable al de
pLS4, mientras que pLS1AHA presentó un fenotipo igual al de su parental pLSl (Fig. 15; u
3). Esto indica que las funciones implicadas en la conversión ss — dsDNA se hallan
en la región AflhI - NcoI de pLSl y que tanto la zona hacia la derecha (pLS 1 AHA) como j
hacia la izquierda (pLS5 y pLS 1A24) de esta secuencia no influyen en la funcionalidad del
ssoA de dicho plásmido. Por otro lado, el número de copias de pLS1ANA y su estabilidad u
segregacional bajan a niveles semejantes a los de pLS4, mientras que pLS lARA mantiene
ambos valores iguales a los de pLSl (Tabla 5; ver Fig. 19). Nótese también, que en este J
huésped no existen diferencias significativas en cuanto al nivel de acumulación de ssDNA de
y de pMV158, a pesar de llevar este último un segundo tipo de sso. Esta característica usi o interpretada como la posible carencia de función del pneumonrae
cuando el ssoA está presente (del Solar y cois., 1993a) y se tratará más adelante.
u
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Tabla 5. Número de copias, relación molecular ss/dsDNA y estabilidad de pMVl5S y sus derivados en S.
pneumon¡ae
Plásmido Número de ss/dsDNA Lex”
copias’
pMVlS8 36 ±6 0.005 ±0.0006 <0.004
pLSl 22 ±2 0.006 + 0.0003 <0.004
pLS5 46 + 3 0.008 ±0.003 <0.004
pLS4 11 ±3 0.34 + 0.10 0.1
pLS1AHA 20 ±4 0.0052 + 0.002 <0.004
pLSIANA 13 ±3 0.31 + 0.01 0.07
pLSlA24 21 + 2 0.008 + 0.002 <0.004
pLS1A13 13 + 4 0.12 + 0.02 0.04
pLS1AL4 12 ±3 0.20 ±0.04 0.05
(a) Medido como dsDNA (eec + oc)
Q) Frecuencia de pérdida plasmídica por generacido (para su cálculo, ver Métodos)
Quedando delimitado el ssoA de pLSl en el fragmento AflII (4022) - NcoI (4221) de
199 pb (Fig. 16), se procedió a indagar dentro de éste acerca de las secuencias nucleotídicas
que fueran importantes para su actividad in vivo. En una primera aproximación, se
construyeron una serie de derivados delecionados de pLS 1 mediante digestión controlada con
nucleasa BAL3 1 a partir del plásmido linealizado con AJIII. La digestión con este enzima se
efectuó en condiciones que permitieran conseguir deleciones entre 100 y 200 pb a partir del
sitio AflhI. Una vez tratada con BAL3 1, la mezcla de reacción se sometió a la acción de la
DNA PolIK de E. coil y de l&DNA ligasa de •T4 para conseguir la recircularización del
DNA de los plásmidos resultantes. A continuación, se transformaron células competentes de
S. pneumoniae con el producto de ligación, previamente cortado con AflII para evitar los
plásmidos en donde BAL3 1 no hubiese actuado. Esto se debe al mecanismo de incorporación
de DNA exógeno empleado por células de pneumococos, en donde la frecuencia de
transformación de plásmidos linealizados está muy disminuida respecto a la de plásmidos
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circulares (Lacks, 1968). El fenómeno de incompatibilidad plasmídica existente entre1 elementos con el mismo replicón básico, permite que sólo un plásmido (y no más) se
establezca en cada celula. Por ello, el fenotipo que adquiera una colonia bactenana podria¡ ser indicativo del tipo de plásmido que contenga. Por ejemplo, se sabe que las colonias de
S. pneumoniae que llevan un plásmido estable y con un número de copias como el de pLSl
(alrededor de 20/equivalente cromosómico), en un medio con presión de selección para el¡ /~mismo (Tc), son de un tamaño mayor que las que contienen un plásmido segregacionalmente
3 inestable y con un número de copias relativamente más bajo, corno -el de pLS4 (unas 10
copias/equivalente cromosómico). El menor tamaño de estas colonias parece estar
I determinado por un enlentecimiento del crecimiento celular ligado al grado de inestabilidad
de tales replicones, es decir, que un plásmido que no se segregue homogéneamente durante¡ la división celular, dará origen a células que carezcan del mismo y que crecerán como
consecuencia más despacio en presencia de Tc. En estos casos, las colonias contarán con3 células más pequeñas y por lo tanto, aparecerán con un tamaño menor. Dado que pLS4 y
pLS1ANA ven reducido su número de copias respecto al de pLSl y son segregacionalmente3 inestables en S. pneumoniae a la vez que carecen de su señal principal de conversión del
ssDNA, se consideró que un bajo número de copias en las nuevas construcciones podría ser3 indicativo “a priori’ de la alteración del ssoA.
Con el fin de conseguir un derivado de pLSl cuya deleción más pequeña producida
por BAL3 1 tuviese un grave efecto en la funcionalidad de este origen, se seleccionaron los3 clones conteniendo plásmidos del tamaño más parecido a pLSl y con el número de copias
más bajo. Para ello se analizó el contenido en DNA plasmídico de 20 clones transformados,¡ procedentes de colonias pequeñas. Para valorar el tamaño y el número de copias de cada
plásmido se prepararon extractos crudos celulares a partir de dichos clones bacterianos. Una¡ muestra (l5gl) conteniendo el DNA total de cada úno se sometió a electroforesis en un gel
U de agarosa 0.8% a bajo voltaje (30V) durante 16 h, para poder apreciar mejor la diferenciade tamaño entre los distintos plásmidos. El DNA de cada preparación se visualizó tiñendo
el gel con 0.5 gg/ml de EtBr y exposición a luz uy. Las formas dsDNA plasmídicas se¡
cuantificaron mediante densitometría de los negativos de varias fotografías realizadas en estas¡ condiciones y variando el tiempo de exposición. Se aislaron dos plásmidos que cumplían
ambos requisitos: pLS 1A13 y pLS lA 14. Ambos carecen del sitio RsaI (4130) pero mantienen
u
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el sitio NcoI (4221) (Fig. 16).
3888 t14 J
GTATAGACCGTCTTAAAAGCGAAATAAAGCGACTAAAAAACGAAAATTCAATTTTACGTCAG
CATATCTGGCAGAATTTTCGCTTTATTTCGCTGATTTTTTGCTTTTAAGTTAAAATGCAGTC u
3949
7~— ~
CAAAATGACAAGATGCTAGGGAAATTAAGA~~
4011
GTTATCAGAACTTAAGGCGATTAAGCCAATCGTGAATATAATTAAAAAGGCTATTGAAAAGA u
CAt TAGTCTTGAATTCCGCTAATTCGGTTAGCACTTATATTAATTTTTCCGATAACTTTTCT
RS6 4073 uEndMob 1 EsolGCTTGTTCTGAGCGATTTATGCCGTGAAAGCTATTTGACAATAAGCAGTGACAGAGTACGCT
CGAAC AAGAC 1C SC TAAAT ACG SC ACTI 1CG 43 AAAC TSTTAl 1 CGT CAC 151 Cl C ATGCG A
A¡4— 4135 u
ASSACGTGCCGASCCSAAASSCTTTAGCGTTTCSGACGGACACGGACAAAGGACGGCAGTCA
TCCTGCACGGCTCGGCTTTCCGAAATCGCAAAGCCTSCCTGTGCCTGTTTCCTGCCGTCAGT u
4197
CTGC~TTACTTGTTGTCAAATAGACCATGGAATAAAAASCGTCAAAASTCTTSAGT u?ACC •ATSAACAACASTTTATCTSGTACCTTATTTTTCSCAGTTTTCAGAACTCA
4252 u
Figura 16. Secuencia nudeotídica del ssoÁ y regiones adyacentes de pLS1. Las coordenadas de la secuencia
mostrada corresponden a las definidas por Lacks y cols. (1986). Los sitios de restricción Aflul, RsaI y NcoI
están subrayados. Se indica con una flecha los bordes de las deleciones A13 y A14 y el borde iz9uierdo de la
deleción A24. Las secuencias conservadas RS5 y CS-6 están encerradas en un corchete. u
El grado de ssDNA acumulado por dichos replicones fue elevado (entre 15 y 30, veces
más alto que el pLSl, en cada caso) y la relación ss/dsDNA era bastante parecida a la de u
pLS1ANA (Fig. Tabla 5). La secuencia del DNA de ambos plásmidos reveló una
deleciónde 141 pb (entre las coordenadas 3989 y 4130) para pL51A13 y de 206 pb (entre u
3931 y 4137) para pLSIAL4 (Fig. 16). Como se había comprobado
previamente que la región hacia la izquierda del sitioAflhI no tenía efecto en la funcionalidad u
del ssoA (pLS lARA), la atención se concentró en las secuencias delecionadas hacia la
derecha del mismo. Ambos plásmidos tienen delecionada la secuencia RS11, pero conservan
el hexanucleétido consenso 5’-TAGCGT-3’. Asimismo, el número de copias y el grado de
inestabilidad segregacional de estos plásmidos es bastante parecido a los calculados para j
pLSLANA (Fig. 19; Tabla 5).
u
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Figura 18. Efecto de las deleciones A13 y A14 en la predicción de la estructura del ssoA. Se presenta el
plegamiento intracatenario predicho por ordenador para el ssDNA de pLSIAI3 y pLSIA14 desde las
coordenadas 3902 a 4300 de pLSI, generado como consecuencia de cada deleción.
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19. Estabilidad segregacional de los derivados delecionados de pLSI en S. pnewnornae. La
proporción de células con plásmido en cultivos creciendo exponencialmente se determinó como el porcentaje
de células Tc1 medido al cabo de las generaciones indicadas. Como control, se analizó simultáneamente la
estabilidad de pLSI y pLS4. Símbolos: pLSl Q, pLSIAHA QJ, pLS1ANA O, pLSlAI3 QL pLSlA14 QL
E pLS4 o.
1.2. Análisis de mutaciones en las regiones conservadas del ssoA
Continuando con el estudio de las regiones necesarias para la actividad del ssoA de
¡ pLSI, emprendimos el análisis de los requerimientos estructurajes y de secuencia de las
zonas corvervadas de este origen (CS-6 y RS
11), mediante mutagénesis dirigida. La
¡ dependencia de orientación del ssoA de pL.Sl había sido comprobada in vivo (del Solar y
cois., 1993a) y también se había descrito esta misma dependencia de cadena para el ssoA de
¡ otros plásmidos con replicación RC (Gruss y cols., 1987). Ésto permite suponer que al
menos parte de las secuencias esenciales para el reconocimiento de esta señal en S.
pneunzoniae deben estar en una región desapareada de la estructura del origen. Esta es una
característica que cumple la secuencia consenso CS-6, así como una parte de la secuencia
u
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en ¡a región ~ del zoA de pLSl. Los nucledtidos s~timídos en la región ~ u
dan lugar a cada mutación (CM, 01, 03, 04) se indican con letras oscuras. Se presenta
la región comprendida entre las coordenadas 4149 y 4170 de pLSI. En CM se señala una secuencia muy
parecida a CS-6, generada como consecuencia de la sustitución nucleotídica (corchete). La estructura secundaria u
de ¡a región presentada se obtuvo mediante predicción por ordenador del plegamiento adoptado por la secuencia
completa del ssoA una vez introducida cada una de las mutaciones. Éstas no afectan al resto de la estructura
silvestre del origen. u
u
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RS11. Si estas regiones no fueran relevantes se esperaría que presentaran una mayor
variabilidad que la existente en regiones de apareamiento intracatenario, puesto queu
mutaciones en zonas desapareadas no desestabilizarían la estructura secundaria del ssoA ni
obligarían a mutaciones compensatorias para mantener el apareamiento. Con el fin de
comprobar si efectivamente eran las zonas desapareadas de estas secuencias las que
I determinaban la funcionalidad del origen, se diseñaron una sede de mutantes en donde se
alteró la secuencia y/o la estructura local de ambas regiones conservadas.
En un primer grupo se introdujeron cambios sutiles (pLS1CM) o totales (pLS1G3 y
I pLS 104) en la secuencia CS-6, en las secuencias desapareadas del RSB (pLS 107) o en ambas
regiones (pLS 1G3G7). La modificación de la estructura local en estas zonas como
consecuencia de las mutaciones generadas fue muy pequeña. En un segundo grupo de
mutantes se alteró el apareamiento interno de la estructura adoptada por el ssoA de pLSl en
I la región CS-6 (pLS 101) o RS11 (pLS 105 y pLS 106) variando la secuencia nucleotídica de
las zonas complementarias a ellas. Los cambios producidos y las predicciones de las3 estructuras secundarias generadas en cada caso se esquematizan en las Figuras 20 y 21. Aquí
se puede ver además, que estas mutaciones sólo afectan zonas específicas dentro del origen,
I mientras que la estructura global del mismo permanece inalterada.
Para realizar los experimentos de mutagénesis dirigida, se clonó el fragmento pequeño
EcoRl - PstI de pLSl (coordenadas 3170 a 5; Fig. 12) que contiene el ssoA, en el fagémidoU pALTER- 1 cortado con las mismas enzimas de restricción, dando lugar al fagémido
recombinante pA-pLS1ssoA~ (Fig. 22). Los sitios EcoRI y PstI (coordenadas 5 y 48,1 respectivamente) en este vector, se encuentran en una región de clonaje múltiple incluida
I dentro del gen lacZ. La selección del recombinante y el procedimiento de mutagénesisdirigida seguido, se detallan en el apanado 10 de Métodos. Los oligonucleótidos empleados
para la mutagénesis, en cada caso, se presentan en la Tabla 6. A la vez que se modificó la¡
secuencia del ssoA, se crearon sitios de restricción que permitieron localizar la mutación
deseada más fácilmente.
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Figura 21. Mutaciones en la región R5B del ssoA de pLS1. Se presenta la estructura secundada predicha por
ordenador para los derivados mutagenizados del ssaA en la región RS11, dando lugar a pLSlGS, pLS1G6, upLS1G7 y al doble mutante (en RS8 y CS-6) pLSIO3G7. La región plegada incluye las coordenadas 4000 y4300 de pLS 1. Los puntos negros señalan los nucleótidos sustituidos en la secuencia silvestre. Se indican
algunas coordenadas del plásmido, las secuencias conservadas que permanecen inalteradas y los extremos 5’ u
y 3’ de la cadena plegada; cadena (+). u
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Figura 22. Construcción del fagémido recombinante pA-pLSlssoA; Se digirieron 1 ~g del DNA de
pALTER-1 y 3 ¡¿g del DNA de pLS1 con los enzimas Ps¡I y EcoRI. Los productos de cada digestión se
Icorrieron
en un gel preparativo de agarosa 1%, a partir del cual se purificó el fragmento grande de pALTER-1
(5637 ph) y el fragmento Ps¡I - EcaRI pequeño de pLSl (1243 ph). Ambos se mezclaron en una proporción
1:1 en moléculas y se trató con T4 DNA lígasa. Se usó un tercio de la mezcla de ligación para transformar
células competentes de E. cali JM1O9 y los clones conteniendo el fagémido recombinante se seleccionaron en
-placas TY con IPTO (0.5 mM), X-Gal (20 gg/ml) y Tc (¡5 ~g/m1). El sentido de la replicación a partir de cada
U uno de los orfgenes representados (recuadro blanco) se indica con una flecha. Se muestra la dirección de
transcripción de los genes (flechas anchas) y los sitios de restricción más relevantes. El gen laeZ queda
inactivado como consecuencia de esta construccion.
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Tabla 4. Oligonucleótidos y mutaciones generadas en la región del ssaA de pLS1
Mutación
(X)
Oligonucleátido (5’ - 3’)a Sitio de
restricción
CM COAOCCOAAAOOCTrATCGATrrCG0ACOGACACG0A ClaI
01 CGT0CC0AGCC0AAAATATTTA0CO’ITTC0OAC ‘SspI
03 COTGCCGAGCCGAAGGA’ITTGGATCCII17CGGAC00ACACG0 BamHI
04 CC0AGCCGK4000CTrGGATCCrrCGOACOGACACGG BaínHI
05 CrrOrrGTCAAATAGAAATATTAATAAAAAGCGTCAAAAOTCrrG SspI
06 CYI?GrFGTCAAATAOC1TrCATGGCATAAAAAGCTTCAAAAGTCTT
GAGTGGA
HindIIl
07 T0AGCGA?m?ATGCCAGATCTGCTArITGACAATAA BglII
(a) Los cambios generados en la secuencia s¡Ivestre de pLSI están subrayados; los sitios de restricción creados y
enzimas indicados a la derecha, están cii letras oscuras.
reconocidos por los
Para determinar si la acumulación de ssDNA y/o número de copias de los plásmidos
derivados de pLS1 que contenían cada mutación había variado, se transfirió el fragmento
EcoRI - PstI donado en pALTER (y mutagenizado) nuevamente al plásmido original
(intercambiando el mismo fragmento silvestre de pLSi por uno mutado) y los plásmidos
resultantes se establecieron en S. pneumoniae. A estos replicones se les denominó pLS lX,
donde X representa el tipo de cambio generado (CM, 61, 63 - 67, 6367). En todos los
casos, el número de copias que exhibieron estos derivados fue semejante al de su parental
(Fig. 23A). Solamente pLSl63G7 se mostró un tanto inestable en este huésped (Lex =
0.02), mientras que los demás plásmidos analizados (pLSlCM, pLS 163 y pLS 166) se
mantuvieron establemente en la población al cabo de 60 generaciones ensayadas.
Cuando se analizó el nivel intracelular de ssDNA acumulado por estos plásmidos, se
pudieron distinguir dos categorías de mutantes (Fig. 23B y C). Los plásmidos que tenían
alterada la región CS-6 (pLSlCM, pLS 161, pLS 163 y pLS 164) acumularon una cantidad
de ssDNA tres veces superior a la de pLS 1, independientemente de la naturaleza de la
u
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Estos resultados permiten concluir que, en S. pneumoniae, tanto la secuencia J
nucleotídica de las bases desapareadas como el apareamiento intracatenario de la región RS11
de pLSl tienen un rol principal en el reconocimiento huésped-plásmido para la conversión J
ss -. dsDNA plasmidico in vivo, y que la región CS-6 tiene una influencia, aunque bastante u
menor, en la funcionalidad de este origen. En segundo lugar, si el reparto de cada replicón
fuera completamente al azar durante la división celular y por lo tanto ligado únicamente a u
su número de copias, todos estos derivados deberían ser tan estables como’pLS1 en la
población, dado que ninguna de las alteraciones locales del ssoA supusieron un descenso u
significativo en su número de copias. Sin embargo, no sucede así para pLS 1G3G7. Esto,
junto con otros datos de estabilidad obtenidos durante la realización de este trabajo, ponen u
de manifiesto una relación poco clara entre ambas características plasmídicas (esta última
observación se tratará en la Discusión).
2. EL MECANISMO DE INICIACIÓN DE LA CADENA RETRASADA u
DE pLS1
Los enzimas bacterianos que participan en la síntesis de la cadena complementaria
durante la replicación RC habían sido descritos para algunos plásmidos deS. aureus (pTl8l,
pCl94 y pUBí 10) e involucran a la RNAP en dicho proceso (Birch y Khan, 1992; Boe y
cols., 1989). Para estos plásmidos se había sugerido entonces, un mecanismo de iniciación
similar al utilizado por los fagos filamentosos de E. coli (ver Introducción), en donde la u
RNAP sintetiza un pequeño transcrito que oficia como cebador a las DNA polimerasas del u
huésped en la replicación de la cadena retrasada. Aunque nada se sabía acerca de la forma
en que los plásmidos de estreptococos iniciaban la síntesis de esta cadena, la gran homología u
existente entre el ssoA de pLSI (funcional en 5. pneumoniae) y el de los plásmidos anteriores
(funcional en 5. aureus), hacía suponer un mecanismo de acción semejante en todos estos u
casos. Para determinar si la RNAP de pneumococos estaba realmente implicada en el proceso
de conversión ss -. dsDNA, se analizaron los productos plasmídicos generados después de u
tratar con rifampicina (100 pg/ml), eritromicina (100 ng/ml) o con ambos antibióticos juntos,
cultivos en crecimiento exponencial de células de 5. pneumoniae conteniendo pLSl (ssoA) J
o pLS4 (AssoA). A intervalos de tiempo diferentes, se tomaron muestras de los cultivos así
u
2
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tratados y con ellas se prepararon extractos crudos celulares. El DNA total de cada
I preparación se corrió en un gel de agarosa 0.7% y se transfirió, con desnaturalización previa,a una membrana de nitrocelulosa para determinar la cantidad relativa de cada una de las
I formas de DNA plasmídico generadas. El tratamiento con rifampicina (Rif) inhibe laactividad de la RNAP y por lo tanto, la síntesis de RNA. Si éste era el enzima responsable
I de la síntesis del pRNA en pLSl, la adición del antibiótico debía traducjrse en el acúmulode formas ssDNA como consecuencia directa de la falta de cebadores para la ~íntesis de la
I cadena complementaria del plásmido. Si estos pRNAs eran producto de alguna otra actividadenzimática, como por ejemplo la primasa o el primosoma, la inhibición deJa RNAP no debía
U suponer ningún efecto en la acumulación de las formas monocatenarias del plásmido, al
menos a corto píazo. Para conseguir mantener una cantidad constante de DNA plasmídico3 se trató cada preparación con eritromicina (Erm), un inhibidor de la síntesis proteica. El
tratamiento con este antibiótico impedía la síntesis de nuevas moléculas de RepB,
preveniendo así próximas rondas replicativas desde el dso.
En la Figura 24A se muestran los geles teñidos con EtBr y los autorradiogramas
correspondientes a los ensayos realizados con cultivos sin tratar o donde se agregaron ambos3 antibióticos juntos. Aquí se observa un notable incremento de las formas ssDNA generadas
por pLS 1 en las células tratadas con Rif, mientras que en las mismas condiciones no se
I registró ningún cambio para pLS4. Se cuantificaron las diferentes formas de DNA plasmídico
en cada preparación y la relación molecular ss/dsDNA se graficé en función del tiempo de
U tratamiento con los antibióticos mencionados (Fig. 24B). Los resultados obtenidos indican
la actuación directa de la RNAP de S. pneunioniae en el inicio de la síntesis de la cadena
U retrasada de pLSl. Tras la adición de Rif o de Rif + Erm, la relación’ ss/dsDNA se vio
incrementada rápidamente alcanzando a los 15 mm un nivel 10 veces más alto respecto al del3 cultivo no tratado. Este comportamiento sólo se observó en las preparaciones que contenían
U pLSl, indicando que la RNAP actúa de forma específica en plásmidos que llevan la señalssoA. Por el contrario, pLS4 no experimentó ningún cambio en su comportamiento
replicativo cuando se inhibió la síntesis proteica y/o del RNA, siendo la cantidad de ssDNAU plasmidico acumulada igual (y alta) en todos los casos, tanto con como sin antibiótico. Esto
puso de manifiesto que los mecanismos alternativos de inicio de la síntesis de la cadenaU complementaria, en ausencia del ssoA, que deben existir en pLS4 para permitir su replicación
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en S. pneumonzae, son independientes de RNAP. Por otro lado, cuando los cultivos3 conteniendo pLSl se trataron solamente con Erm, se observó un claro descenso en la relación
ss/dsDNA del plásmido con el transcurso del tiempo (Fig. 24B). Dado que este antibiótico
I sólo actúa a nivel de la síntesis proteica (sin alterar la síntesis de RNA), evitando así laproducción de nuevas moléculas ssDNA del plásmido, este hecho podría tener dos
explicaciones: i) que el descenso en la cantidad relativa de formas ssDNA de pLS1u
observado, fuera producto de la propia degradación de estas moléculas pór nucleasas
existentes en el cultivo o en los extractos celulares procedentes del mismo, o u) que el
contenido en ssDNA plasmídico descendiera como consecuencia de su conversión posterior3 a formas dsDNA, promovida por la acción de la RNAP que hubiese todavía en el sistema.
Como en los cultivos que contenían pLS4 no se observó un descenso tan acusado de las3 formas ssDNA plasmídicas tras el tratamiento con Erm, parece ser que la segunda
explicación es la más probable, ya que si fuera degradación, y por tratarse de un expenmento3 realizado en el mismo hospedador y en las mismas condiciones, tanto la monocadena de uno
como del otro plásmido deberían haber sido atacadas de igual manera.
Si la causa del descenso de las formas ssDNA generadas por pLSl, en un sistema
U donde está inhibida la replicación a partir del dso, fuera debido realmente a su posterior
conversión a formas dsDNA, estos resultados confirmarían una vez más, que la RNAP que
• hubiese en estos cultivos (o extractos) no actúa en los mecanismos alternativos de conversión
ss -* dsDNA de pLS4, al menos de una forma evidente, y sólo interviene en la síntesis de3 la cadena complementaria de plásmidos que contengan el ssoA.
3. REPLICACIÓN IN VITRO A PARTIR DEL ssoA DE pLS1
La síntesis in vitro de la cadena complementaria de pLSl y sus derivados se estudió
en dos sistemas diferentes: el de S. aureus y el de S. pneumoniae.
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4082
pLS 1 TGAGCGA——TTTATGCCGTGAAAGCTAttTGACAATAACCAGTGACAG AGTACGCTAGGACGTGCCGAGC
* ** * ** * * **
pE194 AGAGGTACTTTTATGCCGAGAAAACTTTTTGCGT GTQACAGTCCtTAAAATATACTTAGAGCGIA-—-AG—
632
pLS 1 CGAAAGGCTTTAGCG TTTCGGACGGACAC GGACA———AA—GGACGGCAGI—CACTGGTTAC u
****** ***** ****** * * * *** ** ***** *** ** * **
pE194 CGAAACTAG~TAGCGACAGCTATTAACTTTCG6TTGCAAAGCTCTAGGATTTT1AATGGACG—CAGcGcA—-TCAC
4240
~LS1 TTGTTGTCAAATAGACCA—TGGAATAAAAAGCGTCA
* *
pE194 ACG—-——CAAAAAGGAAATTGGAATAAAT-GCGAAAI u
802
25. Alineamiento de la secuencia nucleotídica del ssoÁ de pLSi y del ssoÁ de pE194. Se indican u
los nucleótidos idénticos entre ambos orígenes de replicación (*). Las coordenadas del alineamiento son: pLSl
(4082 a 4240; Lacks y cols., 1986) y pE194 (632 a 802; Horinouchi y Weisblum, 1982a).
3.1. El sistema de Staphylococcus aureus
Este sistema de replicación fue el primero que se ensayó, entre otras cosas, por u
disponerse de los protocolos de trabajo para el desarrollo del mismo (Birch y Khan, 1992).
También se había puesto a punto un sistema de replicación itt vitro de la cadena líder de
pLSl en E. coil (del Solar y cols., 1987b), pero como se sabía que la eficiencia de
conversión ss -. dsDNA a partir del ssoA de pLSl es muy baja o nula en esta bacteria (del
Solar y cois., 1987a), era poco adecuado para nuestros objetivos en un pnmer momento.
Aunque nada se conocía acerca de la funcionalidad de este origen de replicación en S.
aureus, se sabía que pE194, un plásmido perteneciente a la familia de pMV15S y original
de este huésped, replicaba consecuentemente muy bien en él. Además, pE194 contiene una
señal de conversión ss -> dsDNA análoga al ssaA de pLSl (Fig. 25). Así fue, que se decidió
realizar los experimentos de replicación de la cadena complementaria de pLSl empleando
extractos libres de células de S. aureus. Para ello se utilizó la estirpe RN4220, por ser un
mutante defectivo en el sistema restricción-modificación de la bacteria, lo que le permite
aceptar DNA exógeno sin degradarlo. El ssDNA utilizado como sustrato se obtuvo a partir
del fagémido recombinante pA-pLSlssoA (pALTER-l con el fragmento HindIII (3279)- PstI
(5) de pLS 1 donado en la orientación correcta; Fig. 26). Esta construcción presenta la señal
ssaA de pLSl donada de tal forma que al generarse el ssDNA a partir del dso del vector,
3
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por superinfección con un fago ‘helper”, esta señal queda contenida en el elemento
monocatenario y correctamente ubicada respecto a la dirección de replicación de la cadena
retrasada plasmídica.
0<1(k)
toRípALTER-l loe! PStI
5680 pb HÍMB
tet
ECORV
psi
Hirid II
p
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Figura 26. Construcción del fagémido recombinante pA-pLSlssoA. Se digirieron 1 pg del DNA de
pALTER-1 y 3 ~g del DNA de pLSi con los enzimas Pal y Hindilí. Los productos de cada digestión se
Icorrieron
en un gel preparativo de agarosa 1%, a partir del cual se purificó el fragmento grande de pALTER-1
(5672 pb) y el fragmento pequeño Pal - FJindIII de pLS1 (1134 ph). Ambos se mezclaron en una proporción
1:1 en moléculas y se trató con T4 DNA lígasa durante 16 h a ¡4 “C. Para la detección de los recombinantes
se procedió igual que para la construcción de pA-pLSlssoA (ver Fig. 22). El sentido de la replicacién a partir
de cada uno de los orígenes representados (recuadro blanco) se indica con una flecha. Se muestra la direcciónu de transcripción de ¡os genes (flechas anchas) y los sitios de restricción más relevantes. El gen lacZ queda
inactivado como consecuencia de esta construcción.
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Cada reacción se llevó a cabo en un volumen total de 30 gí conteniendo 40 mM Tris-
HCl pH 8.0, 100 mM KCl, 16 mM Mg(OAc)2, 1 mM Dfl, 50 pM NAD, 50 yM cAMP, u
200 gM ATP, 50 pM de GTP, UTP y CTP, 50 ¡íM de dATP (ó dCTP), dGTP y dIVFP, 20
~M [a-32P]dATP (ó [a-32P]dCTP) 10 ~xCi,150 ng de ssDNA y la cantidad de extracto
necesaria para obtener una concentración final de proteínas de 5 - 20 pg/~l. La temperatura
de incubación fue 32 0C. La reacción se detuvo y el DNA se extrajo de la preparación J
mediante fenolización y precipitación con etanol. Estos productos fueron tratados en algunos
casos con enzimas de re~’tricción y se visulalizaron en geles de agarosa 0.8% o en geles de
secuencia (8% PAA/8 M urea), según el caso.
3.1.1. Determinación de las mejores condiciones para la síntesis itt vitro de la cadena
complementaria de pLSl
El primer paso consistió en probar si el ssoA de pLS 1 era eficientemente reconocido
en el sistema de replicación itt vitro, descrito por Birch y Khan (1992) para plásmidos de S.
aureas. Si la síntesis de DNA tenía lugar, se debía optimizar el sistema para conseguir el
mejor rendimiento para pLSl. La obtención de los sustratos ssDNA, así como la preparación
de extractos acelulares de S. aureus y las reacciones básicas de replicación, se detallan en
los apartados correspondientes de Métodos. Como control positivo, se llevó el ssDNA de un
fago derivado de M13 en donde se había donado la señal ssoA de pEl94 (M13-pEl94ssoA)
y para el que ya se habían definido las condiciones de replicación de la cadena retrasada: la
síntesis completa de esta cadena para 150 ng de ssDNA aislado de M13-pEl94ssoA se
consiguió al cabo de 60 minutos de reacción (a 32 0C) en una mezcla que contenía Spg/pl
de proteínas del extracto (Dempsey y cols., 1995). Para determinar las condiciones necesarias J
para una ronda de replicación a partir del ssDNA de pA-pLSlssoA, se probaron dos
cantidades de extracto (5 y 10 ng/pl> y dos tiempos de reacción (60 y 90 mm). A J
continuación, el DNA producto de cada ensayo se purificó de la mezcla y se digirió con
HindIII, con el fin de homogeneizar las diferentes formas plasmidicas (circulares abiertas,
circulares cerradas, superenrolladas y/o lineales) generadas al completarse la síntesis de la u
cadena complementaria. En ambos casos, este enzima sólo tiene un sitio de restricción en el
recombinante: en M13-pEl94ssoA, Hindilí corta a unos 150 ph “corriente abajo” de la zona
desde donde se inicia la síntesis de la cadena retrasada (Dempsey y cols., 1995), mientras
u
-u

Resultados 94
Se puede concluir entonces, que el ssoA de pLSl, que actúa eficientemente como
señal de conversión ss -. dsDNA iii vivo en S. pneumoniae, es también reconocido por
ciertos factores de S. aureus, itt vitro, que permiten la conversión completa de la mayoría
de las moléculas de ssDNA que contienen esta señal (pA-pLSlssoA). Sin embargo, parece
que la replicación a partir del ssoA de pE194 es más eficiente que desde el origen homónimo J
de pLSl, ya que, en las mismas condiciones, hay un número mayor de moléculas ssDNA de
M13-pEl94ssoA que completan la síntesis de la hebra complementaria de DNA (mayor
definición de bandas), mientras que la difusión de las bandas de pA-pLS 1 ssoA podría ser
indicativo de formas parcialmente bicatenarias producto de una replicacién incompleta, que
no desaparecen al aumentar la cantidad de proteínas del extracto ni el tiempo de reacción.
Los mejores índices de conversión ss -. dsDNA desde el ssoA de pLS1, se consiguieron con u
~ ~g/gl de extracto de S. aureus RN4220 y 60 mm de reacción a 32 0C y coinciden con las
condiciones previamente descritas para pE194, pTl8l y pSN2 (Dempsey y cols., 1995). A
no ser que se indique otra cosa, éstas han sido las condiciones empleadas en los experimentos
de replicación que se describirán a continuación.
3.1.2. Efecto de las mutaciones en las regiones conservadas del ssoA de pLSl J
Una vez definidas las condiciones óptimas para la replicación a partir del ssoA de
pLSI, se procedió al análisis de los mutantes en donde se habían alterado (mediante
sustitución o deleción de nucleótidos) las regiones conservadas de este origen. Para ello, se J
construyó una serie de fagémidos recombinantes similares a pA-pLSlssoA, que contenían el
fragmento HindIII (3279) - PstI (5) de los derivados de pLSl (pLS lx, pLS1A13, pLS1AI4
y pLS1ANA) con su ssoA alterado o delecionado, donado en los correspondientes sitios de
restricción en pALTER-1. Como en los casos anteriores, el ssDNA generado por estos
fagémidos, contenía la señal de conversión ss -~ dsDNA (mutagenizada) expuesta en la
orientación correcta empleada para la replicación. Las reacciones de replicación se realizaron
empleando estos ssDNA como sustrato. En cada caso, se corrió la mitad del DNA replicado
por este sistema en un gel de agarosa 0.8% durante 12 h a 2.5 y/cm (Fig. 28) y la otra
mitad se utilizó para cuantificar la radiactividad incorporada mediante unión del DNA
marcado a filtros y precipitación diferencial con TCA (ver Métodos).
J

u
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correspondencia con los datos obtenidos itt vivo para S. pnewnoniae (es decir, una marcada j
reducción en los niveles de replicación a partir de los orígenes con mutaciones en la región
RSn en relación a los que contenían alterada la región CS-6 del ssoA). Sin embargo, en S. 2
aureus los datos indican que la eficiencia de replicación a partir de los ssDNA conteniendo
cada uno de los derivados mutagenizados del ssoA de pLS 1 es muy parecida y sólo existe una
diferencia significativa respecto a los derivados delecionados de éste.
Un caso hasta ahora inexplicable, lo representa la mutación G6 (total apareamiento
de las regiones desapareadas del RSB; Fig. 21). El fragmento de DNA que contiene dicha
mutación es incapaz de actuar como señal de conversión ss —. dsDNA itt vitro en el sustrato
monocatenario correspondiente &A-G6). Esta mutación determina además, que pLS 1G6 no
se pueda establecer en S. aureus indicando que este plásmido es incapaz de replicar en dicho J
huésped (ver más adelante).
u
3.1.3. Mecanismo de iniciación de la cadena retrasada de pLS1 en S. aureus
Para comprobar si la RNAP de S. aureus estaba implicada en la síntesis de cebadores J
para la replicación de la cadena complementaria de pLS1 como sucede en S. pneumoniae,
se probó la replicación a partir del ssDNA aislado de pA-pLSlssoA en presencia de Rif y/o
en ausencia de rNTPs, usando el sistema de replicación itt virro de 8. aureus. La Rif se
añadió a una concentración de 100 sg/ml, antes de agregar el extracto proteico y los ensayos
sin rNTPs se realizaron con un tampón de reacción que carece de UTP, CTP y np,
manteniendo el resto de sus componentes básicos. Como control se llevó el ssDNA aislado
de M13-pEl94ssoA, en donde ya se había demostrado la necesidad de la RNAP para iniciar
la síntesis de la cadena retrasada (Dempsey y cols., 1995). Los productos obtenidos de cada u
reacción se linealizaron con HindIII y se corrieron en un gel de agarosa 0.8% durante 12 hs
a 2.5 y/cm, que se secó posteriormente al vacío para su exposición autorradiográfica. En J
ambos casos, la síntesis de la cadena complementaria se vio afectada por la ausencia de
rNTPs o por la adición de Rif, ya que el grado de replicación a partir de estos sustratos
ssDNA descendió notablemente, sobre todo en las preparaciones que contenían Rif (Fig. 29).
En los ensayos donde se suprimió la adición de rNTPs se pudo observar cierto grado de
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uFigura 30. Esquema del experimento base para determinar los puntos de iniciación de la cadena
retrasada. El ssDNA que se utiliza como sustrato lleva donado el sso del plásmido que se desea estudiar. El
ensayo de replicación iii vitro de la cadena complementaria se realiza como en los casos anteriores. La cantidad
de extracto proteico, el tiempo de incubación y los enzimas de restricción empleados son específicos en cada
caso. Luego del tratamiento enzimático, cada muestra de DNA se fenoliza, precipita y desnaturaliza por
calentamiento antes de cargar en el gel de secuencia (6% PAA/8 M urea). Como control de peso molecular se
lleva una secuencia de nucleótidos conocida. La cantidad y tamaño de las bandas (líneas punteadas) que aparecen
separadas en el gel representan el o los puntos de iniciación de la cadena retrasada. La posición de los mismos
se puede calcular sobre la secuencia de DNA del plásmido correspondiente (ver texto).
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ssDNA aislado de los fagémidos recombinantes correspondientes. Con el fin de realizar un¡ estudio comparativo se llevaron, a modo de control, los mismos ensayos descritos por
Dempsey y cols. (1995) para determinar los sitios de iniciación de la cadena retrasada a
partir del ssoA de pE194. En la Figura 30 se presenta un esquema del experimentoU
generalizado para tal efecto. Este experimento se basa en conseguir la mayor cantidad posible
de moléculas ssDNA parcialmente replicadas, en donde sólo se debe elegir el tiempo¡
adecuado de reacción para que la conversión ss -* dsDNA no llegue a completafse mediante¡ la ligación de la cadena recién sintetizada. Estas moléculas se digieren posteriormente con
un enzima de restricción que contenga un único sitio de corte en el DNA sustrato, próximo
U a la región del ssoA y ubicado en la dirección empleada por la replicación, obteniéndosefragmentos lineales parcialmente bicatenarios. La hebra de DNA recién sintetizada (y por lo3 tanto marcada radiactivamente) presente en estos fragmentos, se puede visualizar en un gel
desnaturalizante de PAA, en donde el tamaño y la definición de las bandas darán una idea¡ acerca de los puntos de iniciación de la cadena complementaria a partir del sso estudiado.
Para fragmentos definidos, su extremo 3’ corresponderá al sitio de restricción conocido y el¡ extremo 5’ se remontará al sitio del DNA desde donde se ha iniciado su síntesis. El enzima
empleado para el análisis de la replicación desde el ssoA de pLSi y sus derivados fue Affll,¡ ya que su sitio de corte define este origen hacia la izquierda, coincidiendo con la dirección
de la replicación a partir del mismo. Una vez que la síntesis de la cadena complementaria¡ tiene lugar en la única dirección posible (5’ -. 3’) debe pasar por el sitio AflhI para así
continuar la replicación hasta el final. Por lo tanto, el corte con este enzima y posterior
I tratamiento electroforético de los fragmentos de DNA resultantes dará lugar a productos de
replicación marcados, cuyos tamaños corresponden a la distancia entre los sitios de iniciación¡ y el sitio de restricción. Para la determinación de los sitios de iniciación de la cadena
retrasada a partir del ssoA de pE194, el enzima utilizado fue Hindilí (Dempsey y cols.,¡ 1995).
Para realizar este experimento había que elegir en primer lugar, el tiempo de reacción¡ que permitiera conseguir un máximo número de moléculas del sustrato ssDNA parcialmente
replicádas. Si el tiempo de incubación era demasiado largo y la síntesis de la cadena¡ complementaria se completaba, al cortar con el enzima de restricción y correr los productos
en el gel desnaturalizante de PAA, se obtendrían moléculas del tamaño total del sustrato, en
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Para comprobar el efecto del tiempo de reacción en la especificidad de síntesis de la¡ cadena retrasada, se determinaron los puntos de inicio de la replicación a partir del ssoA de
pLS 1 tomando muestras a intervalos de tiempo diferentes y siguiendo el esquema
experimental comentado anteriormente (Fig. 30). Se llevaron también las correspondientes
reacciones de síntesis a partir del ssoA de pE194. La mitad del DNA producto de cada¡ reacción se digirió con AflhI (para pA-pLSlssoA) o Hindilí (para M13-pEl94ssoA); la otra
/~
mitad se llevó como control sin digerir y cada una de estas muestras se sometió a¡ electroforesis en un gel de 8% PAA/8 M urea. Sólo se consideraron específicas las bandas
de DNA procedentes de la digestión enzimática, mientras que las bandas que aparecían en3 ambas muestras se consideraron como productos de iniciación inespecífica. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 32.
Los productos generados a partir del ssoA de pLSl tras el corte con Aflul consisten
U en un grupo de bandas muy definidas de tamaños comprendidos entre 115 y 132 nt, que
corresponden al menos a seis puntos de iniciación específicos de la cadena complementaria,
U localizados próximo a la secuencia CS-6 y a las repeticiones directas contenidas en este
origen (ver Fig. 40) Para determinar la localización de los sitios de iniciación, sólo se
U necesita contar desde el sitio AflII y hacia el extremo 5’ de la secuencia de pLSl sobre la
cadena (-), el número de nucleótidos que corresponden al tamaño de las bandas generadas.
U En el caso de pE194 también aparecen múltiples bandas asociadas a diferentes puntos de
iniciación de la cadena complementaria. Aunque en este caso el patrón es algo diferente, la¡ localización mayoritaria de iniciación coincide con la de pLS1, es decir, próximo a una¡ secuencia homóloga a CS-6 presente en el ssoA de pE194 (Dempsey y cols., 1995; ver
Discusión). Los productos de replicación no digeridos consisten fundamentalmente en una
serie de moléculas de gran tamaño, aunque también se puede ver una proporción de¡ productos pequeños, tanto en las muestras que contienen el ssoA de pLSl como de pE194
U (de 43 a 46 nt para el primero y de 53 a 59 nt para el segundo). Estos fragmentos, quetambién son evidentes en las muestras digeridas, habían sido interpretados como moléculas
U que no habían alcanzado el sitio de restricción correspondiente (Dempsey y cols., 1995). Eltamaño tan definido de estas pequeñas bandas podría deberse a la existencia de una estructura¡ o secuencia especial en el origen que fuese difícil de ser atravesada por las DNA polimerasas
del extracto, induciendo la detención temporal de las mismas.
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Estos datos permiten concluir que la iniciación de la replicación a partir del ssoA de
pLSl y de pE 194 en S. aureus es específica y abarca un pequeño rango en la secuencia¡
nucleotídica de ambos plásmidos, ya que existen varios puntos para la iniciación de la cadena¡ complementaria. El cambio observado en la intensidad de las bandas mayoritarias con el
transcurso del tiempo podría tener dos explicaciones. Como se ve en la Figura 32, a medida
que pasa el tiempo, las bandas más pequeñas van adquiriendo mayor intensidad mientras que¡ las mayores se hacen cada vez menos intensas. Dado que la RNAP de £ aureus sintetiza los¡ RNA cebadores para la síntesis de la cadena complementaria de pLS1 (ver apartado anterior)
y de pEl94 (Dempsey y cols., 1995), una posible explicación sería que los fragmentos de3 mayor tamaño presentes sobre todo a intervalos cortos de tiempo (10 y 20 mm) representasen
al híbrido pRNA-DNA y que, en las bandas menores, este RNA se encontrase degradado.
E A tiempos próximos a los 60 mm, todas las moléculas ya no serían híbridas y presentarían
el tamaño menor. Esta posibilidad es improbable, ya que el tratamiento del DNA producto¡ de una reacción de 20 mm con RNasa A, RNasa H o álcali (después de su desnaturalización
por calentamiento), no alteró el patrón de bandas observado (no se muestra para pLSl;
U Dempsey y cols., 1995 para pE194). Este dato permite concluir, sin embargo, que los puntos
de iniciación de la cadena complementaria mapeados en este expenmento corresponden a los
U puntos de transición de pRNA a DNA, ya que carecen del ‘primer”.
Otra explicación sería que, a medida que pasa el tiempo, el extremo 5’ de los
fragmentos más largos se ligasen más rápidamente al extremo 3’ del DNA recién sintetizado¡ que los fragmenos menores, consiguiéndose así la síntesis completa de esta cadena. Estas
moléculas circulares, tras la digestión con el enzima de restricción se retendrían junto con
E , las moléculas de gran tamaño presentes en la zona próxima a los pocillos del gel y ésto
permitiría visualizar durante más tiempo los fragmentos más cortos. Sin embargo, esta¡ explicación es también poco probable, ya que la velocidad de síntesis del DNA es muy alta
y la diferencia de unos pocos nucleótidos entre unas y otras bandas no sería suficiente para¡ explicar esta situación de forma satisfactoria. Por lo tanto, no parece existir una explicación
simple para el cambio en el patrón del tamaño de estas bandas con el transcurso del tiempou de reacción.
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3.1.5. Iniciación de la cadena complementaria a partir de los derivados mutagenizados
del ssoA u
Para determinar el efecto de las mutaciones en las regiones conservadas del ssoA de
pLSl en la especificidad de inicio de la cadena retrasada del plásmido, se realizó una j
segunda serie de experimentos utilizando como sustrato el ssDNA procedente de algunos de
los fagémidos recombinantes que contenían cada una de estas secuencias alteddas (pA-Gí, J
pA-G3, pA-OS, pA-G7, pA-G3G7). Como control, se llevó el mismo ensayo de replicación ucon el ssDNA aislado de pA-pLSlssoA. El tiempo de reacción empleado fue 20 mm, ya que
era el tiempo en que la mayoría de las moléculas ssDNA se encontraban parcialmente u
replicadas. El mutante 06 y los derivados con una deleción total o parcial del .ssoA no se
emplearon como sustrato para estos ensayos, dada la falta o baja funcionalidad registrada en u
este sistema de replicación. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 33. Las
bandas conseguidas tras la digestión con AflhI del DNA que lleva las mutaciones en el ssoA, u
cuando se observan, son menos intensas que las bandas procedentes de la replicación a partir
del origen silvestre. En el caso de los mutantes en la región CS-6 (pA-Ol y pA-03) todavía
pueden verse, en autorradiografias sobreexpuestas, algunas bandas definidas (Fig. 33, abajo).
Ésto indica que la especificidad de inicio de la cadena retrasada es muy baja y algo diferente J
para esta clase de mutantes. Por otro lado, los mutantes en RS~ ensayados muestran un
patrón de bandas prácticamente invisible, incluso en autorradiografías muy expuestas, a
excepción de 67 (cambios en la secuencia que mantienen casi inalterada la estructura local
del RS5). En este caso, el patrón específico de bandas es muy parecido al obtenido a partir j
del ssoA silvestre, aunque es mucho menos intenso. El doble mutante 0307 carece
totalmente de especificidad de inicio. Se puede concluir entonces, que en S. aureus, cambios u
el ssoA de pLS 1 que afecten la estructura y/o la secuencia de las dos regiones
conservadas, disminuyen y/o alteran bastante la iniciación específica de la cadena retrasada u
a partir de esta señal. u
u
-u
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3.1.6. Eficiencia de replicación in vivo de la cadena retrasada de pLS1 y sus derivados, u
Con el fin de establecer una relación entre los resultados obtenidos iii vitro en el
sistema de replicación de S. aureus, con los correspondientes datos in vivo, se electroporaron
células competentes de esta bacteria con 10 ng del DNA de pLSl, pLSlX, pLS1A13,
pLS1A14, pLS1ANA y pLSIAHA. No se obtuvo ningún transformante con el plásmido
/
pLS1G6, pese a que se realizaron varios intentos, incluso con cantidades muy elevadas de
DNA plasmídico (100 ng y 500 ng). Ésto indica que, por razones aún desconocidas, esta J
mutación confiere un fenotipo letal a la mutación GÓ en S. aureus. Para determinar la
cantidad de ssDNA plasmidico acumulado en este huésped, se crecieron los cultivos J
conteniendo el plásmido pLS1 y los derivados mencionados hasta la mitad de su fase
:::n:tá~~:e; ~?ln Con ellos se prepararon extractos crudos y el DNA total se
gel de agarosa 0.7% y posterior transferencia a una membrana
de nitrocelulosa, previo tratamiento desnaturalizante del mismo. Las diferentes formas
plasmídicas presentes en cada muestra se visualizaron mediante hibridación con una sonda
de pLSl marcada radiactivamente. Como control, se llevaron muestras de DNA total u
preparadas a partir de cultivos de estafilococos conteniendo dos plásmidos derivados de
pEl94 (pSK270 y pEl94cop6) de los cuales se sabia que su ssoA era perfectamente funcional u
en esta bacteria. Las distintas formas del DNA de estos plásmidos se visualizaron con una
sonda radiactiva de pE194. La relación ss/dsDNA calculada para ambos replicones fue menor
que la de pLSl, indicando que el ssoA de pLS 1 es reconocido con menor eficiencia que el
de pEl94, en S. aureus.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, se u
esperaba que, a diferencia de lo que sucedía en S. pneumoniae (distinto grado de acumulación
de ssDNA plasmídico según la región del ssoA mutagenizada), el efecto de las mutaciones JI
en este origen fuese similar en todos los casos. Ésto fue efectivamente lo que se observó, ya
que el grado de acumulación de ssDNA de cada uno de los plásmidos pLS 1X ensayados fue JI
el mismo, independientemente de la región alterada (Fig. 34). Por otro lado, el nivel de
ssDNA acumulado por pLS1AHA (carece del fragmento Hindilí - Afluí de pLSl, pero
mantiene la señal ssoA intacta) es mayor que el de pLSl y que del resto de sus derivados.
Ésto podría indicar que el fragmento delecionado contiene alguna región que favorece la
-u
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actuación del origen de hebra sencilla o, que allí exista alguna señal de conversión ss -~
dsDNA de pLSí que sólo sea reconocida en la célula viva. Basándonos en los datos que se utenían de la replicación itt vitro (ver Hg. 28), se esperaba que existiera un nivel intracelular
de ssDNA mayor para los mutantes que presentaban la deleción parcial o total del ssoA. u
Contrariamente a nuestras expectativas, no se observó diferencia alguna, que fuese
significativa, entre el grado de acumulación de ssDNA de pLSi y el de pLS1AL3, pLS1Al4 u
y pLS lANA. En conjunto, estos datos indican que no existe una relación clára entre la
eficiencia de replicación itt vitro, la especificidad de iniciación de la cadena retrasada y la
acumulación de ssDNA in vivo de cada uno de estos plásmidos en S. aureus. Esta cuestión
se tratará con más detalle en la Discusión. u
3.2. El sistema de Streptococcus pneumoniae u
Los resultados obtenidos de los ensayos de replicación itt vitro a partir del ssoA de
pLSl y sus derivados indicaron un claro efecto de las mutaciones generadas en este origen
en el proceso de iniciación específica de la cadena complementaria en S. aureus. Sin
embargo, el nivel de replicación total, tanto in vivo (medido como acumulación de formas
ssDNA plasmídicas) como itt vitro, no permitió distinguir un comportamiento replicativo
diferente entre las distintas clases de mutantes. Por el contrario, los datos que se tenían del JI
grado de acumulación de ssDNA de estos plásmidos en S. pneumoniae revelaba un
comportamiento diferente según la región del ssoA que estuviese alterada en cada replicón.
Este hecho ponía de manifiesto la existencia en pneumococos de un mecanismo de replicación
de la cadena retrasada más sensible al tipo de mutación introducida. Con el fin de
comprender mejor las diferencias existentes entre los mecanismos empleados por ambos
huéspedes para la replicación de pLSl, se decidió poner a punto un sistema de replicación
itt vitro de S. pneumoniae.
3.2.1. Preparación de extractos libres de células de S. pneumoniae
En primer lugar, había que elaborar un procedimiento para preparar extractos u
-u
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acelulares de pneumococos con un alto contenido de las enzimas necesarias para la
replicación plasmídica. Como también se requería que estas proteínas estuvieran en su mayorU
parte activas, se evitó el tratamiento clásico con deoxicolato sódico (Na-DOC, detergente
suave que induce la lisis endógena en S. pneumoniae) para romper la pared celular de estau
bacteria y se puso a punto un sistema de lisis enzimática, utilizando autolisina pura. Al igual
E que en todas las bacterias gram(+), la pared celular de 8. pneumottiae se compone de unagruesa capa de peptidoglicano, a la cual se encuentran asociadas algunas enzinjas (sidasas,¡ amidasas, endopeptidasas) encargadas de degradar pequeñas porciones de la estructura rígida
de la pared, durante diversos procesos fisiológicos (crecimiento celular, separación de células
I hijas, transformación genética). Además del peptidoglicano, la pared celular de pneumococoscontiene un alto porcentaje en ácidos teicoicos, que poseen residuos- de colina como
sustituyente más frecuente (Mosser y Tomasz, 1970). El enzima autolítico mayoritario en esta
bacteria es una N-acetilmuramil-L-alanina amidasa (denominada comúnmente, autolisina),
E que depende de la presencia de colina en la pared celular para adquirir su conformación
activa, reconocer su sustrato y ejercer su acción degradativa sobre la capa de peptidoglicano
I celular (Howard y Gooder, 1974; García-Bustos y Tomasz, 1987). Se sabe que este enzima
puede actuar de forma exógena, ya que es el principal responsable de la lisis bacteriana
E cuando ésta alcanza una etapa avanzada de su fase exponencial. Por lo tanto, constituía un
elemento adecuado para la digestión enzimática de la pared de células pneumocócicas para
U la preparación de los extractos.
U La autolisina empleada en este trabajo, fue purificada en el laboratorio del Dr. R.
López según el protocolo descrito por García y cois. (1987). Se sabía además, que la
E actuación de este enzima sobre paredes celulares aisladas de pneumococos es máxima si se
incuba a 37 0C en tampón fosfato o tris-malato 2 - 10 mM pH 7.0 y NaCí hasta 100 mM,
durante algunas horas (Mosser y Tomasz, 1970; Howard y Gooder, 1974). Para producir la
lisis de células de pneumococos concentradas 100 veces, bastaba incubarías en el mismoU tampón anterior (20 - 50 mM) con 5 gg/ml de autolisina pura, durante 15 mm a 37 0C (E.
E García, comunicación personal). Con el fin de determinar las mejores condiciones de lisispara la preparación de extractos de replicación, es decir, el menor tiempo de incubación a
E la temperatura más baja posible para evitar la degradación de las proteínas de interés porproteasas que hubiese en el sistema, se hicieron varias pruebas utilizando en cada ensayo una
-u
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misma concentración de células y diferentes cantidades de autolisina, temperatura y tiempos
de incubación en tampón fosfato (Na2PO4) 25 y 50 mM pH 6.9. Para ello, se concentró 100
veces un cultivo de S. pneumottia.e crecido hasta una DO650 = 0.4, que corresponde a la u
mitad de su fase exponencial de crecimiento, y se resuspendieron las células en el tampón ude lisis correspondiente (ver Tabla 7) que además contenía 1 mM EDTA, 5 mM EGTA y
0. 1 mM PMSF. Dado que la estabilidad de las proteínas es mayor en una solución con alta u/~,concentración salina y que se había visto que el KCl potenciaba la acción de la a?utolisina en
paredes celulares aisladas de pneumococos (Howard y Gooder, 1974), se agregó 150 mM
-uKCl a cada preparación. Una vez resuspendidas, las células se sometieron a dos series de
congelamiento a -20
0C (nieve carbónica) y descongelamiento a 15 0C, para desestabilizar JI
la estructura de la pared bacteriana antes de agregar el enzima. A continuación, se incubó
cada muestra con varias cantidades de autolisina a la temperatura y tiempos indicados en la JI
Tabla 7 y se realizó otra ronda de congelación/descongelación. Se centrifugó a alta velocidad
y se midió la concentración de proteínas presentes en cada sobrenadante. Como control de JI
lisis total, se trató una cantidad de células igual a la de los ensayos anteriores, con Na-DOC
u
La concentración de proteínas en el sobrenadante indica el grado de lisis conseguido
en cada preparación, ya que las células que no han sido usadas precipitan durante la
centrifugación y no aportan sus proteínas al sobrenadante. El total de proteínas medido en
la muestra control, se tomó comoun 100% de células lisadas y se relacionó a éste, el valor
obtenido en los otros ensayos para calcular el porcentaje de lisis en cada caso. Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 7. Estos indican que la temperatura de incubación es un
factor principal para conseguir la lisis de un alto porcentaje de células, siendo ésta máxima u
a 37 0C. De acuerdo con estos datos, las mejores condiciones para la actuación de la
autolisina se consiguen empleando una cantidad de 10 sg/ml, tampón 50 mM Na
2PO4 e
incubación a 37
0C durante 15 mm. Sin embargo, para la preparación de extractos a mayor
escala (empleados en los ensayos de replicación), se eligió un tiempo de reacción de 7 mm JI
(que también aseguraba un alto porcentaje de células lisadas, ver Tabla 7) para afectar lo
menos posible la calidad proteica del extracto. Una vez conseguida la lisis de las células de
pneumococos por este procedimiento, se continuó de la misma forma empleada para la
elaboración de extractos acelulares de S. aureus (ver Métodos).
-u
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Tabla 7. Lisis de células de pneumococos
Na2PO4
pH 6.9
autolisina
(~gIml)
te¡np.
(
0C)
tiempo
(mm)
% lisis
25mM 5 0 45 25
25 mM 10 0 45 30
5OmM 10 0 45 34
5OmM 10 22 15 53
5OmM 10 22 30 62-
SOmM 20 22 15 52
5OmM 10 37 7 87
5OniM 20 37 7 87
5OmM 10 37 10 89
5OmM 10 37 15 92
5OmM+ - 37 10 100
DOC 5%
3.2.2. Determinación de las mejores condiciones para la síntesis ¡a vitro de la cadena¡ retrasada de pLS1 y pE194
Para conseguir las condiciones necesarias de replicación a partir del ssoA de pLSl,
U utilizando extractos de S. pneumoniae, se empleó como sustrato de la reacción, el ssDNAgenerado por pA-pLSlssoA (150 ng) y se probaron diferente c nti ades d l extracto proteico
U (4, 8, 16 y 32 ~igI¡ñ). Estos ensayos se realizaron también con el ssDNA aislado de M13-pEl94ssoA (150 ng), con el fin de probar si el ssoA de este plásmido de estafilococos era
E reconocido como señal de iniciación de la cadena retrasada en este sistema. Las reaccionesse llevaron a cabo siguiendo el mismo procedimiento del sistema anterior. Los ensayos se
I incubaron durante 60 mm a 32 <>C, ya que este tiempo era suficiente para conseguir que cadarecombinante complete la síntesis de la cadena complementaria (ver más adelante). El DNA
I purificado de cada reacción se linealizó con HindIII en ambos casos y se sometió aelectroforesis en un gel de agarosa 0.8%. El mejor rendimiento replicativo a partir del
111
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3.2.3. Efecto de las mutaciones en las regiones conservadas del ssoA de pLS1
Como habíamos observado anteriormente, el ssDNA acumulado por los plásmidos¡ pLSlx en S. ptteumoniae ponía en evidencia dos categorías de mutantes, según la zona del
ssoA que se hubiera mutagenizado. Los cambios en la región CS-6 provocaban un incremento
de tres veces en el nivel de ssDNA acumulado por estos plásmidos, mientras que los
replicones que contenían la región RSB alterada presentaban un grado de acumulacion de
I ssDNA tan alto como pLS1ANA (AssoA). Como el nivel de ssDNA acumulado por todos los
mutantes en CS-6 fue el mismo, se tomó un representante de esta categoría (pLS1G1) para
I realizar los ensayos de replicación iii vitro. Para ello, se empleó el ssDNA del fagémido
recombinante que contiene el ssoA de pLSl con la mutación Gí (pA-G 1). Lo mismo ocurría3 para los integrantes de la categoría de mutantes en RS5. Aquí se seleccionó un representante
de cada clase de mutación [pLS1G6 (pA-G6): cambios en la estructura local del RS5;
I pLS1G7 (pA-G7): cambios en la secuencia conservada del RS5 y pLS1G3G7 (pA-G3G7):
cambios en ambas secuencias conservadas, CS-6 y RS1J. Como control negativo se llevó un3 sustrato monocatenario con la región complementaria del origen de hebra sencilla de pLSl.
Este sustrato se consiguió a partir del fagémido recombinante pA-pLSlssoA (Fig. 22) que
I presenta el fragmento PstI - EcoRI de pLSl conteniendo la región del ssoA, donado en la
orientación contraria a la empleada para la replicación del plásmido, de tal forma que la3 monocadena generada por éste posee la secuencia complementaria de dicho origen (ssoAj.
El DNA producto de cada reacción se trató igual que en el caso anterior.
Los resultados obtenidos (Fig. 36), se resumen a continuación. La eficiencia deI conversión ss -> dsDNA a partir del mutante en CS-6 (pA-Gí) fue prácticamente idéntica a
la del .ssoA silvestre (pA-pLSlssoA), ya que la intensidad que presentan ambas bandas deU DNA son parecidas. Por otro lado, cualquier alteración en la región RS5 produjo un drástico
descenso en la intensidad de tales bandas o, lo que es lo mismo, en el nivel de síntesis de laU cadena complementaria apartir de los sustratos correspondientes (pA-G6, pA-G7, pA-G3G7).
I Estos datos coinciden con los resultados obtenidos itt vivo, presentados en la Figura 23. Allíse hablaba de acumulación intracelular de ssDNA plasmídico, lo que es igual a eficiencia de
conversión ss -. dsDNA (valorada en los experimentos itt vitro), ya que si ésta es baja, laE cantidad de ssDNA acumulada itt vivo será alta. Sin embargo, se esperaba que los valores
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106, 99 y 85 nt) cuyos extremos 5’ mapearon en diferentes zonas de este origen. El extremo
5~ correspondiente a la banda de 130 nt coincide con la región de inicio de la hebra
complementaria definida para pUSí (próxima a CS-6) en el sistema de S. aureus (ver Fig.
40). El fragmento de 85 nt comienza más cerca del RSB, mientras que los dos restantes lo
-u
hacen en la zona comprendida entre ambas secuencias conservadas. Por el contrario, no se
encontraron puntos específicos de iniciación de esta cadena a partir del ssoA de pEl94, ya
que no se ven bandas definidas tras la digestión con HindIlí del DNA producto de una
reacción de 20 mm que contenía el ssDNA de M13-pEl94ssoA (Fig. 38). Este hecho podía
significar que la iniciación de la replicación a partir de este origen fuera inespecífica en S.
pneumoniae o que estos puntos mapearan en una zona lejana a la región homóloga a CS-6
y no fuera posible detectarlos con dicha enzima.
A continuación, se analizaron los puntos de iniciación de la cadena retrasada a partir
de los derivados mutagenizados del ssoA de pLSl. Para ello, se empleó como sustrato el
ssDNA procedente de los fagémidos recombinantes conteniendo cada una de las mutaciones
producidas en este origen (pA-X). Después de un período de incubación de 20 mm, se
analizaron los productos generados tras la digestión con A/Hl del DNA purificado en cada
reacción. Los resultados conseguidos (Fig. 39) revelaron nuevamente la existencia de dos JI
categorías de mutantes. Mientras que los que tienen la región CS-6 alterada mantienen puntos
de iniciación de la cadena retrasada similares a los generados a partir del ssoA silvestre
(representados por las bandas de 130, 106, 99 y 85 nt), la iniciación a partir de los orígenes
que tienen el RSB o ambas regiones conservadas mutagenizadas es completamente
inespecífica, ya que no se ve ninguna banda definida en las muestras tratadas con el enzima.
Además, en la primera clase de mutantes, así como a partir del ssoA silvestre, se observan
dos pequeñas bandas de 53 y 54 nt tras la digestión del DNA que, si bien también aparecen
como productos de replicación desde los mutantes en RSB, aquí son de intensidad mucho más
baja. Por otro lado, existen algunas diferencias entre el patrón de bandas generado a partir
del ssoA silvestre y el obtenido a partir de alguno de los mutantes en CS-6. En el primer
caso, así como a partir del mutante CM, aparece una banda de 130 nt bien definida (Fig. 38
-u
y 39) que sólo puede intuirse muy débilmente en otros mutantes de esta categoría como Gí,
G3yG4.
-u
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El conjunto de datos obtenidos nos permiten concluir que el sistema de replicación
¡invitrodes.Pneumoniae es funcional y específico del ssoA de pLSl, ya que no se consiguió
sintesís a partir del ssoA -. La replicación de la cadena complementaria a partir de los¡ mutantes en CS-6, a pesar de ser menos eficiente in vivo, mantiene una especificidad de
inicio muy parecida a la del plásmido silvestre. Por otro lado, cualquier mutación en la¡ región RSB se traduce en una eficiencia mucho menor de síntesis de esta cadena, tanto iii vivo
como iii vitro, y además ésta se inicia de forma inespecífica. La baja proporción de¡ moléculas ssDNA aisladas de pA-G6, pA-G7 y pA-G3G7 que habían completado la síntesis
de la hebra complementaria (Fig. 36) provendrían, según estos datos, de diversos puntos de¡ conversión ss -. dsDNA inespecificos. En la Figura 40 se señalan los nucleótidos y regiones
de la secuencia del ssoA de pLSI desde donde tiene lugar el inicio de la replicación de la
E cadena retrasada de este plásmido en los sistemas de S. aureus y S. pneumoniae, para una
visualización comparativa entre ambos.
4021
~
Aflil
RS~ 85
y
GAGCTTGTTCTGAGCGATTTATGCCGTG~GCTATTTGAC~TI\J~GC
.t. 14 115—132A13
99 106 130 cs—6Y Y Y’
~
al a2
ACGGACACGGACAAGGACGGCAGTCACTGCTTACTTGTTGTC~J~
b2 b3
CCATCCAAT~PAGCGTCAI&
NcoI 4240
-Figura 40. Puntos de iniciación de la cadena retrasada de pLSI en 5. aureus y 5. pneumoniae. Se muestra
la secuencia nucleotfdica de la hebra de DNA de pLSl entre las coordenadas 4021 y 4240, que contiene la
E
región del ssoA. Se indican los sitios de restricción Afluí y NctA (subrayado doble), los bordes hacia la derecha
de las deleciones A13 y t14 (flechas quebradas), la región RS8 (sobrerrayado), la secuencia conservada CS-6
(recuadro sombreado) y las repeticiones directas (flechas con punta negra). La zona que incluye los sitios desde
donde se inicia la síntesis de la cadena complementaria en 5. aureus se señala con un corchete en línea
U discontinua y los puntos principales de iniciación en 5. pneumoníae se marcan con un triángulo negro. Losnúmeros indican la distancia entre estos puntos y el sitio Aflhl.
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4. INTERACCIONES ENTRE ssoA Y RNAP u
Los resultados obtenidos hasta ahora permitían concluir que las mutaciones
introducidas en las regiones conservadas del ssoA de pLSl afectan tanto la eficiencia como JI
especificidad de inicio de la síntesis de la cadena retrasada, en mayor o menor grado
dependiendo de la región del origen que se alterase. Sin embargo, dichos resultados no
explican las razones de estas diferencias fenotípicas. Por ejemplo, los cambios en la
secuencia o en la estructura local del RS5 tienen consecuencias muy drásticas en la JI
replicación del plásmido (baja eficiencia e iniciación inespecífica de la cadena retrasada) en
S. pneumoniae, mientras que las mutaciones en CS-6 producen sólo un leve descenso en la JI
eficiencia de conversión ss -* dsDNA itt vivo, sin alterar prácticamente la especificidad de
inicio de dicha cadena. Estos datos pueden ser interpretados al menos de tres formas: i) que
la región RS5 esté implicada en la unión directa de la RNAP, encargada de sintetizar el
“primer” para que tenga lugar la replicación de la cadena retrasada, u) que esta región sea JI
el sitio de unión de algún otro factor bacteriano necesario para activar la función de la RNAP
o posibilitar su unión al ssDNA, o iii) que la región RSB esté implicada en la unión de otro
factor bacteriano indispensable para que tenga lugar la síntesis del DNA de la cadena
retrasada una vez sintetizado el “primer”. Cualquiera de estas teorías explicarían por qué
alteraciónes del RS5 interfieren negativamente en la síntesis de la cadena complementaria de
pLSl. Por otro lado, la secuencia y estructura local de CS-6, aunque no es fundamental, JI
parecía tener una función colaboradora en la replicación de esta cadena. Con el fin de
determinar el significado de cada una de estas regiones conservadas del .ssoA en la unión de
la RNAP yio en la síntesis del pRiNA, se realizaron experimentos de retardo en gel y de
-utranscripción itt vitro usando la RNAP purificada de B. subtilis y como sustrato, un
fragmento pequeño de DNA monocatenario que contenía el ssoA silvestre o mutado de pLS 1.
4.1. Retardo en gel de fragmentos ssDNA con la secuencia ssoA JI
-u
Para probar el primer supuesto, es decir, si RS11 constituía el sitio de unión de la
RNAP al ssoA, se analizó la capacidad de este enzima de retardar la migración (como
consecuencia de su unión específica) de fragmentos de DNA monocatenario que contenían
JI
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la señal ssoA de pLSl. Como control negativo se utilizaron otros fragmentos ssDNA del
mismo tamaño con la secuencia complementaria del ssoA, ssoA. Ambos sustratos ssDNA¡
se obtuvieron por amplificación asimétrica, mediante PCR, de una región de 313 pb del DNA
de pLSl que comprende la secuencia ssoA. Para ello, se utilizaron dos oligonucleótidos queU
delimitan las zonas conservadas de este origen de replicación: hacia la izquierda, el oligo 1,
I 5 TCAGCAAAATGACAAGATGCTAGG-3’, presente en los fragmentos ssDNA que
contienen la secuencia ssoA producidos tras la reacción de amplificación y hacia la derecha,¡ el oligo 2, 5’-TCATCCACTCAAGAC’lTfl’GACGC-3’, el cual se encuentra en los
fragmentos ssDNA que llevan la región ssoAL Las reacciones de PCR se realizaron con 50¡ y 0.5 pmoles de cada uno de estos oligos, donde el oligo que se puso en mayor cantidad,
dependía de la hebra de DNA se quisiese amplificar. En ambos casos (cuando se amplificó¡ una u otra hebra) se obtuvieron, además de los fragmentos ssDNA correspondientes de 313
nt, otra banda correspondiente al producto de DNA bicatenario de 313 pb (no se muestra).¡ Para purificar los fragmentos ssDNA de cada reacción, se sometió el producto total de cada
ensayo a electroforesis en un gel preparativo de agarosa que permitía la separación de¡ pequeños fragmentos de DNA, desde el cual se extrajeron las bandas ssDNA de interés (ver
Métodos).
La RNAP utilizada fue la de B. subtilis, ya que se trataba de la única RNAP de¡ bacterias gram(+) de la que podíamos disponer. Ésta fue purificada con su factor u
mayoritario (ct) en el laboratorio de la Dra. M. Salas por el Dr. M. Mencía, según el3 protocolo descrito por Moreno y cols., 1974. Los fragmentos ssDNA se marcaron en su
extremo 5’ (mediante tratamiento con T4 PNK y [-y-32P]dATP) y se precipitaron junto conU poli(dIdC), de tal forma que en los 2 gí (0.003 ~g) de ssDNA utilizados en cada ensayo de
retardo hubiese aproximadamente 200 veces más de competidor (1.0 gg) respecto al ssDNAU marcado. Se probaron distintas cantidades de RNAP y cada reacción (10 gí) se incubó 5 mmU en hielo antes de cargar un gel nativo de PAA (40:1) 3.5%. El tampón de incubación
contenía -200 mM NaCí y 90 mM sulfato amónico para promover la interacción específica
entre ambos elementos, dado que en ausencia de sulfato amónico o si se utilizaban¡ concentraciones menores de NaCí, se había observado un grado considerable de interacciones
inespecíficas entre ellos (no se muestra).
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ng) induzcan la formación de una pequeña proporción de complejos DNA-proteína cuando¡ se empleó el ssDNA con la secuencia ssoA; no es de extrañar, ya que la RNAP se une
naturalmente al DNA y aunque su afinidad por este ssDNA es baja, sería lógico observar¡ algún tipo de unión (inespecífica) en estas condiciones de ensayo. Por otro lado, los datos
obtenidos en este experimento permitieron concluir que no es necesario la presencia ni unión
I de otro factor del huésped para que la RNAP reconozca la señal ssoA de pLS 1.
4.1.1. Efecto de mutaciones en el ssoA en la interacción con RNAP
Para estudiar el efecto que tenían las mutaciones generadas en la regiones conservadas
I del ssoA frente a la unión de la RNAP, se realizaron experimentos de retraso en gel
utilizando fragmentos ssDNA que contenían las mutaciones X (CM, Gí, 03 - (37 y 03(37)
U incubados con diferentes cantidades de RNAP. Los fragmentos ssDNA empleados se
obtuvieron por amplificación asimétrica, mediante PCR, de una región de unos 313 pb que¡ contenía la secuencia con cada mutación del ssoA, presente en los plásmidos pLS lx, y
punficación posterior siguiendo el procedimiento anterior. Cada una de las reacciones de¡ PCR se realizaron empleando 50 pmoles del oligo 1 y 0.5 pmoles del oligo 2. Los
fragmentos ssDNA purificados se marcaron en sus extremos 5’ como en el caso anterior. Los
U ensayos de retardo se realizaron con una cantidad de ssDNA marcado correspondiente a
30,000 cpm (unos 3 ng) en cada caso. Las cantidades de RNAP utilizadas se indican en la¡ Figura 42.
Cuando se ensayó la unión del enzima a estos fragmentos ssDNA, se observó
nuevamente dos categorías de resultados, dependiendo de la región del origen que se hubieseU alterado. El defecto mayor en la unión de la RNAP se observó para los fragmentos que
I tenían la región RSB mutagenizada. Todos ellos presentaron un comportamiento similar alobservado para el ssDNA con la secuencia ssok, es decir, que no se detectó unión de la
RNAP cuando se emplearon 12 ng de la misma y sólo se observó una escasa proporción deU
ssDNA acomplejado cuando se usaron cantidades muy altas del enzima (64 ng; Fig. 42A).¡ Estos complejos, al igual que en el caso anterior, son probablemente consecuencia de la
unión inespecífica de la RNAP al DNA. Por el contrario, la unión de la RNAP a todos los
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fragmentos ssDNA que presentaban la secuencia CS-6 alterada fue similar a la observada con
los fragmentos que tenían la región ssoA silvestre. Cuando se emplearon 12 ng del enzima,U
se observó una pequeña proporción de complejos ssDNA-RNAP que se incrementó cuando
se añadieron 32 ng de proteína. En la mayoría de los casos, todo el ssDNA presente en cada¡
ensayo se unió al enzima cuando se emplearon 64 ng de RNAP (Fig. 42B y C). Para probar¡ si la RNAP de B. subtilis era capaz de unirse al ssoA y a los mutantes en la secuencia CS-6
de este origen, en cantidades menores, se realizaron los mismos ensayos con 9 ng de¡ proteína, observándose todavía una pequeña cantidad de complejos (Fig. 42B). En este caso,
la banda retrasada correspondiente a los complejos ssDNA-RNAP para los fragmentos con
U las mutaciones CM, 01 y (34 es más débil, pero sigue siendo visible en autorradiografías
sobreexpuestas (no se muestra).
Dado que cualquier mutación generada en la región RS8 del ssoA de pLSI impide la¡ unión de la RNAP al ssDNA que la contenga ((35, (36, 07 y 03(37), se puede concluir que
la RNAP de B. subtilis interacciona directamente con esta región, necesitando para ello que3 tanto la secuencia como la estructura local de esta zona se encuentren intactas, o bien, que
la región intacta del RSB determine la configuración necesaria del DNA para que la RNAP¡ pueda unirse a su correspondiente sitio en el ssDNA. De todas formas, la falta de unión del
enzima al ssDNA traería como consecuencia que no se sintetice el RNA cebador para la¡ síntesis de la cadena complementaria de p~1,lo que derivaría en el incremento de las
formas plasffiídicas de DNA monocatenario detectadas in vivo y en la baja eficiencia de la
U replicación de esta cadena observada iii vitro, en S. pnewnoniae.
Todos estos datos nos proporcionaban una valiosa información acerca de la interacción
entre la RNAP y el ssoA, así como del efecto en esta unión de los diferentes tipos deU mutaciones generadas en el origen. Sin embargo, estos datos no nos proporcionaban ninguna
información acerca de la actividad de este enzima en el sistema empleado para los análisisU de retardo, en donde no intervenían otros factores bacterianos. Es decir, que los datos
obtenidos hasta el momento no nos permitían descartar la participación de otros componentes¡ del huésped en la síntesis del pRNA. Fue entonces, que emprendimos un proyecto con el fin
de crear un sistema en donde se pudiera sintetizar el RNA cebador de la cadena retrasada de¡ pLSl a partir de su ssoA. Hasta ahora, sólo se habían ideado sistemas para la síntesis del
u
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pRNA de la cadena complementaria en colifagos de cadena sencilla (ver Introducción), pero JI
no se había descrito nada comparable en la síntesis de “primers’ para plásmidos con JIreplicación RC. Basándonos en los experimentos de transcripción in vitro descritos por
Mencía y cols. (1996), se desarrolló un sistema que permitió determinar la capacidad de la JI
RNAP de B. subtilis para sintetizar los RNA cebadores de la cadena complementaria a partir
del ssoA de pLSl y desde los derivados mutagenizados de éste. JI
u
5. SINTESIS IN VITRO DE pRNAs A PARTIR DEL ssoA DE pLSl
Los primeros ensayos, se realizaron con los fragmentos ssDNA que contenían la señal
ssoA silvestre y con los que contenían la secuencia complementaria (sso*), como control
negativo. Los sustratos ssDNA se obtuvieron de la misma forma que para los ensayos de
retardo anteriores. Para detectar los productos de cada reacción, se empleó una mezcla de JI
rNTPs que contenía [a-32P] UTP. Las dimensiones de los transcritos sintetizados se
determinaron por comparación con oligonucícótidos de DNA marcados radiactivamente, de
tamaño conocido. Para cada clase de fragmentos ssDNA se realizaron dos reacciones: una
con y otra sin SSB, para valorar el efecto de esta proteína en la configuración del sso para
que actúe como sustrato de la RNAP. Se calculó que eran necesarios 28.5 pmoles (0.53 gg) JIde SSE para cubrir totalmente los 0.1 pmoles (0.01 gg) del ssDNA de 313 nt utilizado como
sustrato en cada reacción. Para asegurar la saturación, se puso un exceso de esta proteína (1 JIyg). La cantidad de RNAP empleada fue 1 pmol (0.4 Mg) por reacción. Los ensayos se
realizaron en un volumen total de 50 ~l siguiendo el esquema de trabajo que se detalla a JI
continuación: 1) El ssDNA (1 Mí) se calentó durante 2 mm a 90 0C junto con 20 M1 del
tampón de reacción (25 mM Tris-I-{CI pH 7.6, 10 mM MgCl
2, 200 mM NaCí, 4% sacarosa, u
1 mM Dr]?, 90 mM sulfato amónico), para eliminar las posibles estructuras intracatenarias
formadas durante el proceso de purificación del ssDNA. Seguidamente, se enfrió cada
muestra gradualmente durante 45 mm, para que pudieran formarse las estructuras secundarias
funcionales propias de estos fragmentos, en una situación más fisiológica. 2) A continuación, JI
se agregó SSE a la parte correspondiente de los ensayos y se incubó 20 mm a 30
0C. Las
reacciones que no llevaban SSE se mantuvieron en hielo durante el mismo periodo de tiempo. JI
3) A cada preparación se le agregó 1 Mg de BSA para contribuir a la estabilidad de la RNAP,
JI
~1
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la cual se añadió a continuación. La RNAP utilizada había sido previamente incubada con¡ la subunidad
0A pura, con el fin de complementar las moléculas de RNAP que hubiesen
perdido esta proteína durante el proceso de purificación. Se mantuvo cada preparación¡ durante 5 mm en hielo antes de agregar el tampón de reacción suplementado con ATP, (3TP,
CTP necesarios a una concentración final de 200 ~M, SOpM [a-32P]UTP (5 MCi), 5 gg¡ heparmna, para inhibir una segunda ronda de trascripción llevada a cabo por la misma
molécula de RNAP, y 5 unidades enzimáticas de un inhibidor de RNasas. 4) Las reacciones
se incubaron a 37 0C durante 10 mm y se pararon agregando 5 ¡~1 de una mezcla conteniendo
100 mM EDTA y 2 gg/~l tRNA, empleado como ‘carner” para facilitar la precipitación de3 los ácidos nucleicos. 5) Los ácidos nucleicos se aislaron de cada mezcla de reacción mediante
precipitación con 5.5 ¡xl de acetato potásico 3M pH 4.8 y 140 ~l de etanol absoluto. Las
muestras se resuspendieron en 6 ~¿lde tampón de carga y se calentaron durante 3 mm a 90”C
para desnaturalizar la unión entre el RNA recién sintetizado y su sustrato ssDNA,¡ sometiéndose posteriormente a electroforesis a 2000 y en un gel de 15% PAA - 8 M urea.
Los resultados obtenidos de la autorradiografla del gel correspondiente se presentan
el la Figura 43. Cuando se empleó como sustrato el ssDNA que contenía la secuencia ssoA¡ de pLSl se obtuvieron productos de la reacción de transcripción, en donde el RNA
mayoritario conseguido fue un pequeño transcrito de 21 nt, visible incluso en3 autorradiogramas poco expuestos (Fig. 43A y B). Si se sobreexpone la imagen, se puede
observar además, una banda de 22 nt, aunque de menor intensidad, así como toda una gama
de fragmentos de mayor tamaño poco intensos (Fig. 43C y D). Cuando se ensayó el sustrato
ssDNA que contenía la secuencia ssoA.’, no se obtuvieron productos significativos de laU reacción de transcripción (en autorradiografías muy expuestas sólo puede observarse una
banda muy débil de unos 65 nt; Fig 43C). Ésto era esperable, dado que en los experimentos
de retardo (Fig. 41) no se había detectado unión específica de la RNAP a fragmentos ssDNA
conteniendo esta secuencia. Los datos obtenidos confirman entonces, que la RNAP de B.¡ subtilis reconoce específicamente el origen de replicación de la cadena retrasada de pLSl
(ssoA) y que no es necesario la presencia de un factor adicional del huésped para promoverU
la síntesis de RNA cebadores de dicha cadena. Dado que el tamaño del pRNA mayoritario
sintetizado es de 21 nt y que no se detectaron productos de mayor tamaño cuando se¡ analizaron las mismas muestras en geles de PAA menos concentrados (6%-8 M urea; no se
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muestra), se puede proponer la existencia de un punto principal en el ssoA de pLSl, donde
finaliza la síntesis de este RNA y como consecuencia de ésto, la transcripción “run off” nou
tiene lugar a partir de dicha señal de replicación. Por otro lado, los resultados presentados
en la Figura 43 indican que, tanto en presencia como en ausencia de 5513, el sustratou
monocatenario adopta la conformación necesaria para ser reconocido por el enzima, ya que3 los productos obtenidos en ambos casos (con y sin proteína) son los mismos (este hecho se
comentará más adelante).
5.1. Efecto de mutaciones en el ssoA en la síntesis de pUNAs
U Los ensayos de transcripción in vitro realizados con los fragmentos ssDNA que
contenían las diferentes mutaciones en el ssoA de pLSl se llevaron a cabo de forma análoga3 a la expuesta anteriormente. En estos casos, los resultados coincidieron con los datos
obtenidos en los experimentos de retardo en gel (ver Fig. 42). Sólo los sustratos ssDNA que
I presentaban mutaciones en la región CS-6 del ssoA (CM, 01, 03 y (34) permitieron la
síntesis de pequeñas moléculas de RNA (Fig. 43), mientras queen los ensayos realizados con
I los fragmentos ssDNA que presentaban la región RSB alterada (05, (36, 07 y (3307), no se
obtuvieron productos significativos de esta reacción (en autorradiografías sobreexpuestas tan3 solo puede observarse una banda muy débil cuyo tamaño coincide con el de la banda¡ generada a partir del fragmento ssoA; en el caso de (36 y (37 se ve también una débil banda
de 21 nt; Fig. 43C). Este comportamiento sería esperable, dada la falta de interacción¡ detectada entre la RNAP y los fragmentos ssDNA conteniendo este último tipo de mutación.
El patrón de bandas observado, tras la síntesis de RNA a partir de los fragmentos ssDNA
U con la región CS-6 alterada, dependía del tipo de mutación y fue diferente al obtenido cuandose utilizó el sustrato con la secuencia ssoA silvestre. Mientras que en los ensayos realizados
con los fragmentos de ssDNA que llevaban la mutación CM se continúa viendo el producto¡
mayoritario de RNA de 21 nt a la vez que otra banda de 22 nt, igualmente intensa, los¡ productos obtenidos con los sustratos ssDNA conteniendo las mutaciones 01, (33 y (34 son
bastante más dispares. En las reacciones con los fragmentos con la mutación 01 se ven tres¡ bandas de intensidad similar (24, 25 y 26 nt), en (33 los productos de 24 y 25 son los más
aparentes, así como un transcrito mayor de unos 60 nt, que también aparece en (34. En este
-u
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último caso, los RNAs son de tamaños diversos y las bandas mayoritarias (21, 22, 33 y 34 JI
nt) son poco intensas (Hg. 43B). La variedad de productos sintetizados a partir de estos
sustratos, podría estar asociada a una función de la región CS-6 durante el proceso de
terminación de la síntesis del RNA cebador de la cadena complementaria de pLS1.
5.2. Efecto de la proteína SSB en la síntesis iii vitro de RNA a partir del
ssoA de pLSl JI
Dado que se había comprobado que la presencia de SSE era necesaria para que se JI
pueda sintetizar de forma específica el RNA cebador de la cadena retrasada en colifagos de
cadena sencilla (Zechel y cols., 1975; Arai y Komberg, 1979; Sun y (3odson, 1993>, se JI
decidió analizar el efecto de esta proteína en la síntesis del pRNA a partir del .ssoA de pLS 1.
Para ello, se procedió según el esquema de trabajo detallado anteriormente para la síntesis
in vitro de RNA agegando, donde se indica, la cantidad calculada de SSE para saturar los
0.1 pmoles de sustrato ssDNA utilizados en cada reacción. Los resultados obtenidos se
presentan en la Figura 43. Aquí se ve que, independientemente del fragmento ssDNA
empleado como sustrato de la reacción, la adición de SSE no modifica en absoluto el patrón
bandas (síntesis de RNA) obtenido en ausencia de esta proteína. Este hecho sugiere que en
el caso de pLSl no parece ser necesaria la estructuración del origen de replicación de la
cadena retrasada por parte de SSE, para conseguir, in vitro, la síntesis específica de RNA u
cebadores de la replicación, como se había visto en los colifagos de cadena sencilla (ver
Introducción). Sin embargo, cabía la posibilidad de que en las condiciones empleadas en JI
estos ensayos, SSE no se estuviera uniendo a los sustratos ssDNA y por eso no se hubieran
registrado diferencias en el patrón de síntesis de estos pequeños transcritos. Para JI
comprobarlo, se realizó un experimento de retardo en gel empleando las mismas
proporciones moleculares de ssDNA y SSE que para el ensayo de transcripción in vitro. En JI
este caso, los fragmentos ssDNA se marcaron en sus extremos 5’ con 32P (ver Métodos) parapoder visualizarlos y se incubaron 30,000 cpm de ssDNA (unos 3 ng) con la cantidad de SSE JI
(16.13 pmoles) correspondiente para saturar dicho sustrato. Cada reacción de unión se llevó
a cabo en un volumen total de 10 ~ en el mismo tampón empleado en los ensayos de JI
transcripción y siguiendo el procedimiento detallado anteriormente para los mismos. Los
JI
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función principal consiste en eliminar los pequeños fragmentos de RNA que ofician de JI
cebadores durante la replicación cromosómica. Tanto Taq Pol, como Spn Polí carecen de la JIactividad correctora 3’ -. 5’ detectada en Eco Polí (Díaz y cols., 1992a; Kornberg y Baker,
1992). Aunque la actividad exonucleasa 5’ —>3’ de Spn PoIl es esencial para la viabilidad JI
celular en S. pneumoniae (Díaz y cols., 1992b), se han conseguido estirpes mutantes, en
donde esta función se encuentra disminuida. Además, se han generado mutantes que carecen
-u/~del dominio polimerasa de este enzima, sin que ésto haya supuesto un efecto demasiado grave
para la célula (Diaz y cols., 1992a). u
En un trabajo previo, Diaz y cols. (1994) habían demostrado la necesidad de la JI
actividad polimerasa de Spn PolI en la replicación y establecimiento de plásmidos con el
replicón de pLSl. Aquí se había visto que la transferencia de plásmidos como pLS 1 o pLS5
a estirpes mutantes de S. pneumoniae que carecían de la actividad polimerasa de Spn PoIl,
experimentaba un descenso notable (aproximadamente 100 veces menos) respecto a los
resultados de transformación plasmidica obtenidos con la cepa silvestre. También se observó
una marcada inestabilidad segregacional de estos replicones (Lex = 0.1, para pLS 1), así
como una elevada acumulación intracelular de formas ssDNA (hasta 10 veces más que la
acumulada en la estirpe silvestre) del plásmido pLSS6 (un derivado de pLSl que contiene un JI
inserto de 5.2 kb del cromosoma de S. pneunzoniae; López y cols., 1984), en las estirpes
carentes de la actividad polimerasa de Spn PolI. Cuando se estudiaron los productos JI
replicativos de este plásmido en dichos huéspedes, se encontraron además, dos puntos de
discontinuidad en la síntesis de las cadenas líder y retrasada próximos a las secuencias dso
y ssoA del mismo. Este hecho había sido interpretado por los autores, como una posible
función de la actividad polimerasa de Spn Polí en el inicio de la replicación a partir del dso, JI
así como al comienzo y/o al final de la replicación a partir del ssoA. Se había postulado
además, que la actividad exonucleasa 5’ —* 3’ era la encargada de asistir la terminación de JI
la síntesis de la cadena complementaria mediante la eliminación del pRNA. Sin embargo, se
había considerado más probable que fuese la DNA polimerasa III (Spn Pollil) la que JI
realmente llevase a cabo el proceso íntegro, desde el principio, de síntesis de ambas cadenas
plasmídicas, y que los efectos observados en las etapas iniciales de la replicación de estos
plásmidos, en los huéspedes carentes de actividad polimerasa de Spn PolI, fueran causadas JI
por el secuestro del holoenzima Pollil o de alguno de sus componentes, para cumplir las
JI
2
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funciones que normalmente lleva a cabo la Polí durante la replicación cromosómica (Diaz,
1993). Es decir, que Pollíl o alguno de sus ensamblajes probablemente sustituirían en losu
mutantes polA al dominio polimerasa de Spn Pol!, en el procesamiento de los fragmentos de3 Okazaki durante la replicación cromosómica y este hecho supondría una elevada utilización
de Pollil, produciéndose una descoordinación entre las iniciaciones de la replicación de las
I dos hebras de DNA del plásmido y la posterior elengación por Pollil, aumentando la vida
media de las moléculas que contienen un ‘níck” en el dso y las formas ssDNA plasmídícas
I que no han iniciado la síntesis de la cadena retrasada, dando lugar a su detección en los
extractos celulares de DNA total (Diaz, 1993).
Con el fin de profundizar en la función que tendría Spn Polí en la síntesis de la¡ cadena retrasada de pLSl, se realizaron ensayos de replicación in vitro utilizando extractos
acelulares procedentes de dos estirpes de S. pneumoniae donde se había mutado el gen polA:
I MP547 y MP560. La primera de estas estirpes expresa un derivado de Spn PolI (PolIn3S la)
que carece de la actividad polimerasa (por inserción del gen cat de pC194 en el sitio HindIII,
I coordenada 1052, del gen poZA; Díaz y cols., 1992b) y posee la actividad exonucleasa 5’ -.
3’ disminuida en un 15%. La segunda presenta dos genes poZA mutantes, uno integrado
I ectópicamente en el locus malM del cromosoma bacteriano, que codifica el derivado
PolIn35 lb con actividad únicamente exonucleasa 5’ -. 3’ (por deleción del dominio
I polimerasa) y otro, presente en el locus poZA que expresa el polipéptido Pol1c269, con
actividad solamente polimerasa (por deleción del dominio exonucleasa), aunque disminuida
I al 20% (Díaz y cols., 1992b). Los extractos de ambas estirpes, así como el de la cepa
I
silvestre (S. pneumoniae 708) se realizaron el mismo día, para evitar cualquier diferencia en
las condiciones de ensayo o en la manipulación de uno respecto a los otros. La cantidad de
U sustrato monocatenario empleado (ssDNA aislado de pA-PLS 1 ssoA) fue la misma que seutilizó para los experimentos de replicación in vitro anteriores (150 ng). Se probaron dos
U concentraciones de extracto diferente (8 y 16 pg/~l) de MP547 y MPS6O. Como control sellevó un ensayo realizado con el extracto silvestre (8 y 16 pg/~l), del cual ya se conocía el
I resultado replicativo (ver Fig. 35). Al cabo de 60 mm de incubación, el DNA obtenido comoproducto de cada reacción se purificó y corrió en un gel de agarosa 0.8% durante 12 hs a
U 2 5 y/cm sin digestión enzimática previa, ya se quería comparar niveles de replicación totaly aún no se sabía si el sistema de replicación de los mutantes permitiría la conversión
u
Resultados 134 JI
completa ss -. dsDNA de al menos una parte del sustrato. Los resultados (Fig. 45A) pusieron JI
de manifiesto la incapacidad presentada por los extractos de las estirpes mutantes para iniciar
la síntesis de la cadena complementaria a partir del ssoA de pLSl. Sin embargo, se pudo JI
apreciar una pequeña diferencia en cuanto al nivel de replicación alcanzado por cada uno de
los mutantes. Mientras que en los ensayos realizados con extractos procedentes de MP547 JI
no se consiguió un grado detectable de replicación de la cadena retrasada, el nivel de JI
incorporación de dNTPs promovido por MP560 fue un poco mayor, aunque muy por debajo
del alcanzado por la estirpe silvestre (Fig. 4513). Esta mejor eficacia de síntesis de la cadena
retrasada podía deberse al pequeño porcentaje de actividad polimerasa de Pol1c269 (20% del
enzima silvestre) presente en MPS6O, en cuanto que el derivado de Spn Polí presente en la u
estirpe MP547 (PolIn35 la) no posee tal actividad.
Para verificar si este defecto se debía a la falta de los niveles apropiados de Spn Polí
o solamente de su dominio polimerasa, se tomó el extracto que conseguía el menor grado de
conversión del ssDNA de pA-pLSlssoA (MP547; Fig. 4513) y se complementó con el
dominio polimerasa de Spn Polí (Pol1c269) o con el enzima completo (PolI) purificadas. JI
Ambas proteínas se purificaron en el laboratorio de la Dra. P. López siguiendo el
procedimiento descrito por Pons y cols., (1991). Para conseguir las condiciones de
complementación del extracto celular más parecidas a la fisiológica, es decir, las unidades
enzímáticas de Spn Polí que habrían en 240 Mg de extracto silvestre (esta cantidad JI
corresponde al total de proteínas utilizadas por reacción), se calculó que era necesario
aproximadamente 1 unidad de cada proteína (5.9 u/gg para PolI y 8.3 u/hg para Pol1c269).
Los cálculos realizados se basaron en los datos provistos por López y cols., (1989), en donde
se había estimado el número de moléculas de Spn Polí por célula, en aproximadamente 500. JI
Teniendo en cuenta que la cantidad (en gramos) de proteínas totales por célula es igual a
1.2>< 1013 y que el peso molecular de Spn Polí predicho de acuerdo a su secuencia
nucleotídica es 99.5 kDa, se pudo calcular la cantidad de esta enzima (en gg) que estaría
presente en los 240 pg de extracto proteico empleados. Con este dato, y dado que se había JI
conseguido una concentración de 65 ng/sl de Spn PoIl purificada, que correspondía a 0.38
u/Ml (M. Amblar, comunicación personal), se obtuvo el valor final de las unidades de enzima
necesarias para complementar cada extracto.
u
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de reacción y la Polí o Pol1c269 se incubaron durante 5 mm en hielo; luego se añadió el [cx-
“P] dCTP (10 yCi) y por último, el ssDNA. Se mezcló suavemente y se incubó durante 60
-umm a 32 0C, purificándose a continuación el producto DNA, el cual se sometió a
electroforesis en un gel de agarosa 0.8%. Los resultados del autorradiograma de dicho gel
se presentan en la Figura 45C. Cuando se complementaron 240 yg de extracto procedente
de MP547 con 1 unidad del dominio polimerasa de Spn Poil (Pol1c269) o con el enzima JI
completo (Polí), se consiguieron los mejores niveles de replicación, ya que si se utilizaban
2 unidades, los niveles bajaban considerablemente. La adición de Pol1c269 a la reacción u
incrementa bastante los niveles de incorporación de dNTPs respecto a la reacción sin
complementar (calles 2 y 3, Fig. 45C), pero cuando se agregó PoIl, el grado de replicación JI
obtenido fue muy superior y equiparable al conseguido por la estirpe silvestre, indicando que
ambas actividades enzimáticas (polimerasa y exonucleasa) son necesarias para obtener los JI
mejores índices replicativos. Los primeros datos coinciden con los observados previamente
in vivo en S. pneumoníae (Diaz y cols., 1994) y los segundos, ponen de manifiesto la JI
participación directa del enzima Polí completo en la iniciación de la cadena complementaria
a partir del ssoA de pLSl, además de otros factores del huésped como por ejemplo la RNAP, JI
dado que si no se agrega extracto proteico a la reacción, la PolI pura es incapaz de iniciar
por sí sola la síntesis de esta cadena sobre un sustrato ssDNA conteniendo este origen de
replicación (calle 7, Fig. 45C).
-u
7. FUNCIÓN DEL ssoA DE pLS1 EN B. subtilis
JIAl iniciar este trabajo, se sabia que, contranamente con lo que sucede en S.
pneumoniae, el ssoA de pLSl es poco o nada funcional en otros huéspedes como fi. su/Milis
y E. coli (del Solar y cols., 1987a). En fi. su/Milis, la cantidad de ssDNA acumulado tanto
por pLS 1 como por pLS4 (AssoA) en cultivos creciendo exponencialmente, es alta y parecía JI
ser prácticamente la misma en ambos casos (del Solar y cols., 1987a; Fig. 4613 y C). Sin
embargo, cuando se cuantificó el contenido en formas ss y dsDNA de cada plásmido,
presentes en muestras de DNA total procedentes de extractos de células que contenían dichos
replicones y se calculó la relación ss/dsDNA en cada caso, se pudo valorar una pequeña pero
significativa diferencia entre ambos, siendo esta relación para pLS4 1.5 veces más alta que
u
2

u
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la de pLSl (Tabla 8). Estos resultados permiten concluir entonces, la existencia de una
funcionalidad mínima del ssoA de pLS1 en fi. subtilis. Por otro lado, el nivel de ssDNA de
-u
pMV 158 acumulado en este huésped es prácticamente nulo, indicando que en en el fragmento
EcoRI 13 delecionado para dar lugar a su derivado pLSl (ver Fig. 11), se podría encontrar
una señal muy eficiente de conversión ss —~ dsDNA (Fig. 46). Al analizar la cantidad de
ssDNA intracelular acumulado por pLSlA13 y pLS1AL4 en fi. su/Milis, no nos sorprendió
observar que los niveles ss/dsDNA de ambos replicones presentan un valor interffiedio entre
los calculados para pLS1 y pLS4. Por otro lado; el grado de acumulación de ssDNA de JI
pLS1AHA es a penas perceptiblemente mayor que el de pLS4, aunque curiosamente, muestra
un grado de inestabilidad segregacional semejante al presentado por pLS1Al3 y pLS1Al4 JI
(Fig. 47; Tabla 8). La inestabilidad de estos dos últimos plásmidos, así como la de pLS4
podría deberse a la deleción parcial o total del ssoA, como habíamos visto que sucede en
pneumococos, mientras que la inestabilidad de pLS lAHA podría estar asociada a la secuencia
nucleotídica presente en el fragmento HindIlí (3279) - AflII (4022) de pLS 1, delecionado en
este plásmido (ver Fig. 14).
u
En pUBliO se habían descrito cuatro zonas, denominadas RA (BA 1, 13A2, RA3 y
13A4) que incluían puntos de unión del plásmido a la membrana de fi. su/Milis y eran JI
necesarias para la replicación normal del mismo. Además, se había visto que algunas de estas
regiones RA contienen una secuencia de 7 nucleótidos (5’-fl’GCTGA-3’), la cual se JI
encuentra repetida siete veces en el genoma plasmidico, distribuida de la siguiente forma: una
en la región RA 1, dos en RA 3, tres próximas a los extremos de RA 3 y una fuera de las JI
regiones RA. La deleción de uno de los dos heptanucleótidos repetidos en BA 3 impedía su
actuación como región de anclaje plasmídico a la membrana bacteriana (Tanaka y Sueoka., JI
1983; McKenzie y cols., 1986). En el fragmento HindIII - AflhI de pLSl se encuentra una
secuencia idéntica a los heptanucleótidos presentes en pUBí 10. Esta secuencia está repetida JI
tres veces dentro de dicho fragmento. Esto podría estar indicando que la estabilidad
segregacional de pLSL observada en este huésped se deba, en parte, a la presencia de estas JI
secuencias nucleotídicas, mientras que la inestabilidad detectada en pLS lAHA podría estar
relacionada con la carencia de las mismas. JI
JI
-u
JI
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Figura 47. Estabilidad segregacional de los derivados delecionados de pLS1 en B. subeilis. Los cultivos de
esta bacteria conteniendo plásmidos se crecieron en medio líquido sin antibiótico durante las generacionesu indicadas. Mediante recuento en placas se calcularon los porcentajes de células resistentes a Tc y serepresentaron en firnción d l número de genera iones en ausencia de presión selectiv . Como control se analizó
simultáneamente la estabilidad de pMV1S8, pLSi y pLS4. Símbolos: pMVL58 ( ), pLSl ( ), pLSIAl3 ( ),
pLSIAl4 Q, pLSlAHA QJ, pLS4 o.
¡ En ningún caso parece haber una relación causal entre el número de copias de los
plásmidos estudiados (Tabla 8) y su estabilidad segregacional, ya que tanto pLSl como sus¡ derivados mantienen un mismo valor de copias promedio en esta población (alrededor de 4
copias/equivalente cromosómico). Por otro lado, silos heptanucleótidos repetidos, presentes
Ien
el fragmento Hindílí - LI/u de pLS 1 estaban relacionados de alguna forma con la
estabilidad del plásmido en este huésped, queda claro que por sí solas, estas secuencias no¡ son suficientes para determinar dicha característica fenotípica, ya que los plásmidos pLSlAl3
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y pLSlAl4 poseen el heptanucleótido repetido tres veces en su genoma, pero siguen siendo
inestables en esta población. Es posible entonces, que tanto estas secuencias, como la
integridad de la señal ssoA, estén implicadas de una forma conjunta en el mantenimiento
estable de estos replicones, ya que pLS4, que carece de ambas regiones, es de todos, el
plásmido que se pierde con mayor rapidez en la población estudiada (esta cuestión se tratará
con más detalle en la Discusión).
Tabla 8. Número de copias, relación molecular ss/dsDNA y estabilidad de pMV1S8 y sus
derivados en B. sublilis
Plásmido Número de
copias a
ss/dsDNA La
pMV158 7 ±3 <0.001 <0.004
pLS1 4 ±1 0.67 + 0.09 <0.004
pLS4 4 + 1 1.02 ±0.05 0.1
pLS1AHA 4 ±1 1.14 + 0.10 0.045
pLS1A13 4 ±1 0.87 + 0.02 0.02
pLS1A14 4 ±1 0.75 + 0.07 0.042
(a) Medido como dsDNA (ccc + oc)@) Frecuencia de pérdida plasmídica por generación (para su cálculo, ver Métodos)
8. El ssoU DE pMVLS8
El ssoU de pURí 10 había sido definido en un fragmento de 277 pb comprendido entre
las coordenadas 1523 y 1246 de dicho plásmido (Roe y cols., 1989; ver Fig. 3). Esta región
presenta un grado de identidad del 97% con una secuencia presente entre los nucleótidos
3228 y 3500 de pMV158 (Priebe y Lacks, 1989; ver Apéndice). Con el fin de determinar
siesta secuencia actuaba como señal de iniciación de la cadena retrasada en pMV 158 al igual
que su homóloga lo hacía en pUBliO, se construyeron dos plásmidos derivados del primero
que sólo contuvieran el putativo ssoU donado en las dos orientaciones posibles. Para ello,
JI
u
-u
u
-u
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se insertó el fragmento EcoRI 13 de pMVlS8 (coordenadas 3170 a 4298) en el único sitio¡ EcoRI (3170) de pLS4. Este fragmento de 1128 pb, ausente en pLSl, comprende además del
ssoU, la región promotora y parte del gen mobM de pMVl58 (ver Fig. 11). El derivado de¡ pLS4 que contenia esta secuencia donada en la misma orientación que su plásmido parental
se denominó pLS4EC y el que la tenía en la orientación inversa, pLS4EI (Fig. 48). Estas
I construcciones se utilizaron para analizar el comportamiento de este ssoU en diferentes/•~huéspedes, así como para realizar un estudio comparativo entre el funcionamiento de los dos
tipos de sso presentes en pMV158.
8.1. Análisis comparativo entre la función del ssoA y ssoU de pMV158 en
diferentes bacterias
El primer huésped en donde se ensayó la funcionalidad del ssoU de pMV158 fue 5.¡ pnewnoniae. Para ello, se transformaron células competentes de esta bacteria con el DNA
de los plásmidos pLS4EC y pLS4EI y los clones seleccionados se crecieron en medio liquido¡ con Tc para estudiar su contenido plasmídico. Una muestra del DNA total procedente de los
extractos realizados con cada cultivo, se sometió a electroforesis en un gel de agarosa al¡ 0 7% y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa, en donde las diferentes formas
plasmidicas se detectaron mediante hibridación con una sonda de pLSl marcada
U radiactivamente. Como control, se llevaron muestras de DNA total procedentes de extractosde pneumococos conteniendo los plásmidos pMVl58, pLSl y pLS4.
Ya habíamos comentado que pMV 158 (ssoA + ssoU) y pLS 1 (ssoA) acumulan la
U misma cantidad de ssDNA en este huésped y que se segregan de forma estable en estapoblación bacteriana durante al menos 60 generaciones. Esta equidad fenotípica había sido
I interpretada como la posible ausencia de función del ssoU en 8. pneumoniae o, que este
origen fuera dispensable cuando el ssoA se encontrara presente en el mismo replicón (del¡ Solar, 1991; del Solar y cols., 1993a). Sin embargo, cuando se analizó el contenido de
ssDNA plasmídico en las preparaciQnes que contenían las nuevas construcciones, se vio que
U pLS4EC era tan eficiente como pLSl en la conversión ss -. dsDNA, dado que ambos
plásmidos acumularon un nivel similar y muy bajo de formas monocatenarias (Fig. 49). Ésto
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actuación del ssoU de pMV158 en fi. su/Milis. Este último supuesto se confirmó con los JI
resultados conseguidos en la Figura SOA. Aquí se vio que la cantidad de formas ssDNA
-uacumuladas por pLS4EC es indetectable en dicho huésped. Además, la relación ss/dsDNA
es idéntica a la calculada para pMVlS8 (Tabla 9), indicando que el ssoU de este plásmido
es una señal mucho mejor reconocida por esta bacteria que el ssoA. El ssoU donado en pLS4
consiguió reestablecer la estabilidad segregacional perdida de dichoplásmido en este huésped,
mientras que pLS4EI mantuvo un comportamiento análogo, en cuanto a estas dos
características fenotipicas, que el de su parental pLS4. Por otro lado, el mismo análisis
realizado en 8. aureus, puso de manifiesto una serie de resultados similares a los previamente
comentados. Cuando se calculó la proporción de DNA monocatenario generado por pLS4EC JI
y pLS4EI en extractos celulares de estafilococos, se vio que, al igual que lo que sucedía en
fi. su/Milis, sólo el primero de estos plásmidos se asemejó a pMV 158, mientras que el JI
segundo presentó una relación ss/dsDNA igual que la de pLS4 (Fig. 5013; Tabla 9). Estos
datos permiten concluir que, tanto en fi. su/Milis como en 8. aureus, la señal de conversión JI
principal del ssDNA de pMV1S8 es el ssoU y por lo tanto, su función no se restringe a un
solo huésped como sucede con el ssoA del mismo plásmido.
Tabla 9. Número de copias, relación molecular ss/dsIJNA y estabilidad de pMV1SS y sus derivados en distintos
huéspedes
JIS. pneumonioe B. subtilis S.
PLismido N.eopias ss/dsDNA la N.copias ss/dsDNA Lex N.eop¿as ss/dsDNA [ex
pMVISS 36±6 0005 — <0.004 7±3 <0.001 <w004r7+3 <0.001 <0.004 JI
pLSl 22+2 00065 <0.004 4±1 0.67 <0.004 4±2 0.5 0.025
pL54 11+3 0.34 0.1 4+1 1-02 0.1 NO’ ND NO JI
pL54EC 20±4 0007 <0.004 5 + 1 <0.001 <0.004 5±3 <0.001 <0.004
pLS4EI 12±4 0.30 0.1 4±I 0.9 0.05 4±2 0.5 NO JI
(a> Medido como dsDNA (ccc + oc) JI(b) Frecuencia de pérdida plasmfdica por generacián (para su cálculo, ver Métodos)
(e) No determinada JI
-u
-u
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8.2. La RNAP inicia la replicación a partir del ssoU
JIEn estudios anteriores se había visto que la RNAP de fi. su/Milis era la responsable
de iniciar la síntesis de la cadena retrasada a partir del ssoU de pURí 10 (Roe y cols., 1989).
Por ello, se suponía que la replicación a partir del ssoU de pMVl58 contaría con un
mecanismo similar, incluso en otros huéspedes. Para comprobarlo se analizó el efecto de la JI
inhibición de la RNAP en 8. pneumoniae con rifampicina (Rif) durante la replicación de
pLS4EC. El procedimiento empleado fue el mismo que se utilizó para estudiar el mecanismo JI
de iniciación a partir del ssoA. En este caso también se inhibió la síntesis proteica con Erm,
con el fin de mantener una cantidad de DNA plasmídico constante previniendo próximas
rondas de replicación a partir del dso. JI
Los resultados obtenidos (Fig. SíA) indicaron que la RNA? de pneumococos también
está implicada en la síntesis del RNA cebador de la cadena complementaria de este plásmido,
ya que en las muestras tratadas con ambos antibióticos la cantidad de formas ssDNA de
pLS4EC experimentó un rápido ascenso, así como la relación ss/dsDNA del mismo (Fig.
5113). Por otro lado, ya habíamos visto que el tratamiento con Rif de las muestras que
contenían pLS4 no provocaba ningún cambio significativo en la acumulación de las formas JI
ssDNA del plásmido, poniendo de manifiesto que la RNAP de 8. pneumoniae reconoce de
forma específica, tanto el ssoA como el ssoU de pMV1SS. La adición conjunta de Rif y Erm JI
a los cultivos en crecimiento exponencial conteniendo pLS4EC, produjo un incremento más
alto en la proporción de ssDNA plasmídico acumulado en estas células, que el conseguido JI
tras el tratamiento sólo con Rif (Fig. 5113). Aunque esta diferencia fue muy baja, puede que JIfuera causada por una actividad residual de la proteína RepB, presente todavía en el cultivo
después de la adición de Erm. Estas moléculas proteicas podrían iniciar la replicación a partir JIdel dso incrementando así el nivel de ssDNA generado por el plásmido, que a su vez no
podría ser convertido a dsDNA debido a la presencia de Rif en el medio. JI
JI
JI
JI
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JI
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8.3. Iniciación de la replicación a partir del ssoU JI
JIEl sitio concreto del ssoU de pMVI58 a partir del cual la síntesis de la cadena
retrasada tiene lugar durante la replicación del plásmido, se determinó de la misma forma JI
que para el ssoA, siguiendo el esquema de trabajo presentado en la Figura 30. Dado que el
ssoU constituía una señal perfectamente reconocible en estafilococos y que se4isponía de
extractos proteicos de esta bacteria, se utilizó el sistema de S. aureus para realizar los
ensayos de replicación in vitro. Para conseguir un sustrato de DNA monocatenano que JI
llevase el ssoU de este plásmido, se clonó el fragmento EcoRI 13 de pMVl58 en el único sitio
EcoRI del fagémido pALTER- 1, presente en la región de clonaje múltiple. Este fragmento
podía insertarse en una u otra orientación en el vector. Mediante digestión con Dral, se
seleccionó el recombinante que tenía el ssoU correctamente ubicado, de tal forma que se
encontrara en el ssDNA generado a partir del mismo, tras la superinfección con el fago
“helper” RK408 (ver Métodos). El fagémido recombinante resultante se denominó pA- JI
pMVlS8ssoU. JI
En primer lugar, se determinó la concentración de extracto proteico necesaria para
conseguir los mejores niveles replicativos. Para ello, se estudió el grado de incorporación del JI
[a~32?] dCTP presente en el tampón de reacción, durante la síntesis de la cadena
complementaria a partir de 150 ng del ssDNA de pA-pMVlS8ssoU, cuando se emplearon JI
5, 10 y 20 gg/yl de extracto y un tiempo de incubación de 60 mm. Los mejores resultados JIse obtuvieron con 10 ¡íg/gl de proteínas del extracto (Fig. 52). Estas condiciones permitían
a su vez que la síntesis de la cadena complementaria a partir de este sustrato se completara JI
en buena parte, dado que se observó una sola banda, intensa y bastante definida, tras la
digestión de los productos de la reacción con HindIII.
Como habíamos explicado anteriormente, era preciso conseguir las condiciones en que JI
la mayor parte de las moléculas ssDNA estuvieran parcialmente bicatenarias, para poder
realizar el ensayo que nos permitiría determinar el sitio de inicio de la cadena retrasada
desde el ssoU. Para ello, se analizó el grado de replicación conseguido a diferentes tiempos
utilizando el mismo sustrato ssDNA y 10 pg/jñ de extracto en cada reacción. Los resultados JI
obtenidos (Fig. 53) indicaron que a los 10 mm ya existía una alta proporción de este tipo de
~1
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El sitio desde donde se inicia la síntesis de DNA, a partir del ssoU, se maped en ¡a¡ posición 3448 de la secuencia de pMVI58 (Fig. 55) y coincide con los resultados publicados
poco antes para el inicio de la cadena retrasada a partir del ssoU de pUBI 10 en este huésped
(Dempsey y cols., 1995). Junto con los anteriores, este dato indica que existe una¡ correspondencia funcional exacta entre el ssoU de ambos plásmidos. Por otro lado, la
especificidad más marcada en el inicio de esta cadena a partir del ssoU (un único sitio de¡
iniciación) respecto al la observada desde el ssoA de pMV158 (varios puntos de iniciación),
podría explicar la mayor eficiencia de replicación de la cadena retrasada detectada in vivo en¡
los plásmidos que llevan el ssoU (pMV158 pLS4EC), respecto a los que solo llevan la señal
ssoA (pLS1), en S aureus
3390
01
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3219
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Figura 55. Estructura secundaría predicha del ssoU de pMVJ5S y punto de iniciación de la cadena
retrasada. Se nresentL. e! plegamiento intracaten2ric más estable predicho por ordenador de la cadena (+) de
pMV 158, entre las coordenadas 3200 a 3550. Se indica el sitio desde donde se inicia la síntesis de la cadena
retrasada a partir de este origen (triángulo negro) y a!gunas coordenadas plasmídicas.
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El trabajo realizado en esta Tesis se ha centrado, principalmente, en la caracterización
física y funcional de los orígenes de replicación de la cadena retrasada
(ssoA y ssou) del plásmido de amplio espectro de huésped pMVl58. En primer lugar, se
acotó in vivo la función de uno de estos orígenes, el ssoA, en un fragmento de 199 pb del
-plásmido, comprobándose además, su actividad en diferentes huéspedes. Del mismo modo,¡ se estableció de forma experimental, la función del otro origen de cadena sencilla, el ssoU,
en varios hospedadores bacterianos. Se determinaron los puntos desde donde - se inicia la
síntesis de la cadena retrasada a partir de ambos orígenes de replicación y se analizó la
influencia de mutaciones en las regiones conservadas del ssoA en la eficiencia de replicación
(in vivo e in vftro) y especificidad de inicio de esta cadena Qn vitro). Para ello, se puso a
punto un sistema de replicación que utiliza extractos acelulares de pneumococos, asi como
Itambién
se consiguieron las condiciones necesarias para la replicación a partir de estos
orígenes en el sistema de S. aureus descrito por Rirch y Khan (1992). Se pudieron3 determinar algunos de los factores del huésped implicados en la conversión de ss -. dsDNA
plasmídico y al nivel en que éstos actúan. Se ideé además, un sistema de transcripción itt
Ivitro, que permitió la síntesis de RNA cebadores a partir de sustratos de DNA monocatenario
del plásmido pMV 158 que contenían la señal ssoA o derivadas de ésta. Por último y en base
a los resultados obtenidos, se propondrá un modelo de replicación de la cadena retrasada a
partir del ssoA, donde se tendrán en cuenta las secuencias nucleotídicas especificas del
plásmido para que la replicación de esta cadena tenga lugar y los factores del huésped
implicados en dicho proceso.
1. FUNCIÓN DE LOS sso DE pMV158 EN EL RANGO DE ITUESPED
PLASMIDICO
3 pMVlS8 se distingue de otros plásmidos naturales que también replican vía RC, por
poseer dos orígenes de replicación de cadena sencilla (sso) distintos, presentes en la hebra
codificante del plásmido, que es la que se “peía” durante el proceso replicativo del mismo.
Estos sso pertenecen a los tipos palA ó ssoA (Novick, 1989) y BA3 ó ssoU (van der Lelie
U y cois., 1989), según la clasificación realizada en base a la secuencia nucleotídica de los sso
de varios plásmidos. Señales de iniciación de la cadena complementaria homólogas al ssoA
JI
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de pMV 158 se encuentran en plásmidos de estafilococos como pE194, pCl94, pC22l, pOX6
y pS194 (Fig. 2; Novick, 1989) y señales del tipo ssoU se han descrito para el plásmido
-u
pUBliO deS. aureus (Viret y Alonso, 1988; Roe y cols,, 1989) y para el plásmido pTR913,
aislado de una especie termofílica de Bacilh4s (van der Lelie y cols., 1989). Ambos tipos de j
sso se caracterizan por ubicarse en zonas no codificantes del genoma plasmídico y constan
de secuencias palindrómicas imperfectas, que posibilitan la formación de estructuras JI
secundarias tipo tallo-lazo cuando el DNA se encuentra en su forma monocatenaria (ssDNA).
En ningún caso se ha descrito la participación de proteínas codificadas por el plásmido para
el proceso de replicación de la cadena retrasada, siendo éste por lo tanto, enteramente
dependiente de la maquinaria enzimática del huésped. JI
El ssoU de pMVl58 se definió experimentalmente entre las coordenadas 3170 y 4298 JI
del plásmido (Fig. 11). Este origen de replícación presenta un grado de homología mayor del
99% con las secuencias nucleotídicas del ssoU de pUBliO y de pTB913 (Priebe y Lacks,
1989; van der Lelie y cols., 1989) y constituye para pMVl58, una señal muy eficiente en
el proceso de conversión de ssDNA a dsDNA plasmídico en bacterias gram(+) no JI
relacionadas, como 5. pneumoniae, fi. subtilis, 5. aureus (Fig. 49 y 50) y L. lactis (Meijer
y cols, 1995b). En dichos huéspedes, la cantidad de formas ssDNA acumuladas por pMVlS8 JI
y derivados de éste que sólo contienen la señal sso U, es prácticamente indetectable. Esto
mismo se ha visto que sucede para pUBliO en 5. aureus (Roe y cols., 1989) y durante la JI
replicación de este plásmido y pTB9 13 en fi. subtilis y L. lo.ctis (van der Lelie y cols.,
1989), indicando que en las bacterias mencionadas existe un mecanismo de conversión ss -*
dsDNA muy eficiente a partir del ssoU de estos tres replicones, donde probablemente la
síntesis de la cadena retrasada se inicie antes de que la replicación desde el dso se haya JI
completado (Viret y Alonso, 1987). Por otro lado, la presencia del ssoU de pMVl58 es
capaz de estabilizar plásmidos derivados del mismo, que son segregacionalmente inestables
en 5. pneumoniae, fi. subtilis y 5. aureus, como ocurre con pLS4 (AssoU, AssoA). En
JIcualquier caso, la estabilidad segregacional de un plásmido con replicación RC parece estar
vinculada, principalmente, a su número de copias y a su distribución en la población
-ubacteriana, puesto que se supone que en la mayoría de ellos, el reparto plasmidico durante
la división celular se realiza al azar. Dado que el ssoU de pMVl58 donado en pLS4, es
capaz de aumentar dos veces su número de copias en pneumococos (Tabla 9), es posible que
-u
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ésta sea la causa de la estabilización del plásmido resultante (pLS4EC) en dicho huésped. Sin
I embargo, no sucede lo mismo con los otros sistemas bacterianos, es decir, que la deleciónde los sso de pMV1S8 para dar lugar al plásmido pLS4, no conlíeva la disminución de su
I numero de copias en 8. subrilis y S. aureus y pese a ello, este repli¿ón es sumamenteinestable (Tabla 9). Se ha propuesto que la presencia intracelular de un alto contenido en
I formas ssDNA podría tener un efecto tóxico para el huésped, causando el enlentecimientodel crecimiento celular. Esto traeria como consecuencia que la subpoblacíón bactenana que
I carezca del mismo se divida relativamente más rápido y vaya tomando la población. Por lo
tanto, en cada generación se cuantificaría un porcentaje cada vez menor de células con
I plásmido (Gruss y cols., 1987; Viret y Alonso, 1987). Si éste fuera el caso para pLS4
(puesto que acumula un alto grado de formas ssDNA en los huéspedes ensayados), se podría¡ suponer que la presencia del ssoU de pMV158 consigue estabilizarlo, dado que al actuar
como una señal muy eficaz de conversión del ssDNA plasmidico, estaría eliminando la
acumulación de formas ssDNA, responsables de tal inestabilización. Se podría sugerir
entonces, que la presencia de una señal del tipo ssoU en pMV158, representa una ventaja
I replicativa importante para el plásmido a la hora de colonizar un nuevo huésped. Dado que
la conversión ss -. dsDNA durante el mecanismo de replicación RC depende de la interacción¡ entre el sso con enzimas de la bacteria, la eficiencia con que esta señal es reconocida podría
determinar, en parte, el rango de huésped de un plásmido. Así pues, la, presencia de una3 señal como el ssoU, quees eficientemente reconocida por un considerable número de géneros
bacterianos, explicaría, al menos en parte, la capacidad de pMV15S para establecerse en un3 amplio espectro de huéspedes.
Entre los plásmidos conocidos que llevan la señal ssoU se ha descrito una secuencia,
I localizada inmediatamente por detrás de este origen, homóloga a la región RSA definida porNovick y cols. (1984a) para los plásmidos pTl8l y pE194 (van der Lelie y cols., 1989). Esta
I región se había visto implicada en la formación de cointegrados entre ambos replicones,como consecuencia de un proceso de recombinación específica en los sitios RSÁ, llevado a
I cabo por un sistema general de recombinación de la bacteria huésped (Novick y cols.,1984a). Debido al alto potencial recombinogénico de los intermediarios replicativos ssDNA¡ (Míchel y Ehrlich, 1986), sería posible que ocurrieran intercambios y/o incorporación de
bloques de secuencias funcionalmente relacionadas entre plásmidos distintos (van der Lelie
JI
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y cols., 1989). La presencia del ssoU en pMV158 podría ser un ejemplo de esta situación, JI
explicando de alguna forma la existencia de dos tipos de sso en el mismo replicón y la
presencia de orígenes de replicación de hebra sencilla análogos en plásmidos pertenecientes
a distintas familias como pUBí 10 y pMVlSS (Tabla 2). Coincidiendo con esta hipótesis, se JI
ha visto que la divergencia en cuanto a la secuencia nucleotidica de los plásmidos que
contienen el tipo de señal ssoU, ocurre justamente después de la región RSA. Sin embargo,
-u
no se cuenta con ninguna evidencia experimental que implique esta región en la formación
de cointegrados entre estos replicones (van der Lelie y cols., 1989). Otra posibleexplicación JI
a la existencia de dos tipos de sso en pMVlS8 estaría relacionada con la estructura genética
del plásmido. La señal ssoU está localizada “comente arriba” del gen mobM (Priebe y
Lacks, 1989), el cual codifica para una proteína de mobilización que interviene en la
transferencia conjugativa del mismo (Guzmán y Espinosa, 1997). Dado que la dirección de
transferencia del DNA durante este proceso introduce en primer lugar la señal ssoU, podría
ser que este origen fuera el preferentemente utilizado cuando pMV 158 es mobilizado a otras JI
bacterias, mientras que en su hospedador original, el ssoA sería el encargado de la
replicación vegetativa del plásmido.
El ssoA de pMV 158 había sido definido experimentalmente en el fragmento de DNA
de 942 pb, delecionado en pLS4 (del Solar y cols., 1987a). En este trabajo conseguimos
acotar dicho origen de replicación en un fragmento más pequeño, de 199 pb, comprendido
entre los sitios Afluí y NcoI (coordenadas 5150 y 5349 de pMVI58), que incluye la secuencia
palindrómica capaz de generar una estructura tipo tallo-lazo en el ssDNA y las secuencias JI
conservadas entre los sso del tipo ssoA de distintos plásmidos analizados por Novick (1989).
Previamente se habían definido regiones sso de tamaños similares, para los plásmidos pilSí JI
(Birch y Khan, 1992) y pUBilO (Viret y Alonso, 1988; Boe y cols., 1989). Las regiones
conservadas presentes en el ssoA de pMVl58 constan de: i) una secuencia de 14 nt (5’-
‘1TTATGCCGAGAAA-3’) denominada RS11, descrita inicialmente como una zona donde
tenían lugar eventos de recombinación y formación de cointegrados entre plásmidos no JI
homólogos (Novick y cols., 1984a; Projan y cols, 1985) y vinculada posteriormente a la
-ufunción del origen de hebra sencilla de estos replicones (Gruss y cols., 1987; del Solar y
cols., 1987a), localizada en la base del tallo, hacia el extremoS’ de la estructura secundaria JI
formada en el origen, u) una secuencia de 9 nt (5’-TGGAATAAA-3’) que aparea en gran
-u
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parte con la primera y que se encuantra hacia el extremo 3’ de la horquilla, y iii> una¡ secuencia de 6 pb (5’-TAGCGT-3’) que denominamos CS-6, ubicada’ en el lazo de la
horquilla formada en la región del origen de algunos de los plásmidos con un sso del tipo
U ssoA como pC194 y pC221 (Fig. 2). Este hexanucícótido se encuentra además, en otros
-plásmidos con replicación RC, como pWVO1 deL. lactis y pillOl de Streptomyces lividans,
I
ubicado en el lazo de una región estructurada del ssDNA, que parece estar involucrada en
el proceso de conversión ss -> dsDNA en cada uno de estos replicones (Leenhouts y cols.,
¡ 1991; Zaman y cols., 1993). En pWVOl se han encontrado, además, unos pocos nucleótidos
comunes a los presentes en el tallo de los orígenes de replicación del tipo ssoA. Tal vez, a
I
estas homologías se deba la existencia de cierta funcionalidad del ssoA de pMV 158 observada
por Meijer y cols. (1995b) en lactobacilos, indicando que estas secuencias podrían ser
I reconocidas por los mismos factores de este huésped en ambos plásmidos. Por otro lado, se
ha encontrado una secuencia altamente homóloga a CS-6 en el sso del fago M13, ubicada
¡ también en el lazo de una de las horquilla de este origen (del Solar y cols., 1987a). Además
de la consenso CS-6, existe un número significativo de nucleótidos conservados entre el sso
¡ de M13 y el ssoA de pMV158. Como se sabe que la replicación a partir del dso de este
I
plásmido tiene lugar en E. colí, tanto itt vivo como itt vitro (del Solar y cols., 1987a; 1987b),
los mismos autores propusieron que esta peculiaridad presentada por un plásmido de bacterias
I
gram(+) para replicar en una bacteria gram(-) podría estar favorecida por la homología
existente entre su ssoA y el sso de un fago de esta bacteria, sugerente de la funcionalidad de
U
este origen plasmídico en E. cok. Sin embargo, hoy se sabe que la eficiencia del ssoA de
pMV158 en dicho huésped es muy baja, ya que el nivel de acumulación intracelular de
formas ssDNA de un derivado de pMVl58 conteniendo sólo el ssoA (pLS 1) y uno que carece
U
de ambos orígenes (pLS1ANA) es prácticamente el mismo (Hemández-Arriaga, sin publicar).
Síguendo el mismo tipo de análisis, se había visto, además, que el ssoU de pMV1S8 es
u
bastante, más eficiente que el ssoA en la conversión ss -. dsDNA del plásmido en E. coli (del
I
Solar, 1991), confirmando una vez más, el grado de adaptabilidad de la primera de estas
señales a huéspedes no relacionados entre si.
La deleción del fragmento EcoRI 13 de pMVl58, que contiene el ssoU plasmídico,
dando lugar al plásmido pLSl, no tiene una mayor influencia en cuanto a la generación de
intermediarios replicativos ssDNA en 8. pneumoniae, indicando que el ssoA de este plásmido
JI
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funciona perfectamente en esta bacteria. La deleción completa de dicho origen produce, en JI
pneumococos, una clara reducción del número de copias plasmidico y una gran acumulación
-u
de intermediarios de cadena sencilla (Fig. 15). En fi. subrilis, el fenotipo presentado por
ambos plásmidos, con (pLSl) y sin (pLS1ANA) ssoA es prácticamente el mismo (Fig. 46),
indicando que en este huésped el ssoA de pLSl es muy poco funcional. De la misma forma,
Gruss y cols. (1987) habían encontrado que los elementos ssoA de los plásmidos de S. aureus
parecen carecer de función en fi. subtilis, donde se acumula una gran cantidad de formas
plasmidicas monocatenarias, independientemente de la presencia de estas señales. Dado que JI
no se ha descrito ningún plásmido de B. subtilis que contenga un origen de cadena sencilla
del tipo ssoA, no es de extrañar que esta señal no sea eficientemente reconocida en dicha JI
bacteria, mientras que todos los sso de plásmidos procedentes de este huésped presentan el
tipo de señal ssoT (Seery y Devine, 1993; Meijer y cols., 1995c) que no posee homología
alguna con la secuencia ssoA. En este trabajo conseguimos establecer plásmidos con el
replicón de pMV158 en un nuevo hospedador, S. aureus, incrementando así su rango de
huésped. Pese a la similitud existente entre la secuencia ssoA de pLSi y las correspondientes
señales de los plásmidos de estafilococos, la eficiencia de conversión itt vivo de las formas JI
ssDNA a dsDNA de pLSl en esta bacteria, es casi tan baja como la que presenta pLSlANA
(Fig. 34). Se sabe que, de forma recíproca, el ssoA de pC194 es muy poco funcional en S.
pneumoniae (del Solar y cols., 1987a), mientras que actúa muy eficientemente como señal
de conversión ss — dsDNA del plásmido, en S. aureus, desde donde pC194 fue aislado
originalmente (Horinouchi y Weisblum, 1982b). Por otro lado, fracasaron varios intentos de
transformar células de pneumococos con el DNA del plásmido pE1l94 de S. aureus. Este
plásmido pertenece a la familia de pMVlSS, es decir, que ambos replicones presentan
homología en sus secuencias de DNA relativo a las funciones de síntesis de la cadena líder
(proteína Rep y dso) así como al control de la replicación. Pese a ello, existen datos
obtenidos en nuestro laboratorio, que sugieren que el fracaso en dicho establecimiento
proviene de la incapacidad para replicar a partir del riso. Los resultados presentados en la JIFigura 35 indican que el ssoA de pE194, también homólogo al de pLS1, es reconocido como
señal de conversión del ssDNA plasmídico en el sistema de replicación itt vitro de S. JI
pneumoniae, aunque el nivel de síntesis de la cadena retrasada alcanzado por este plásmido
es bajo si se lo compara con el obtenido a partir del ssoA de pLSl. Esto sugiere que, aunque
-u
no se pudo medir el grado de acumulación de ssDNA de pEl94 en células de pneumococos,
JI
-3
t
-
D
~
d
t
t
’
D
r!j
O
Cn
O
<1
Di
H
N
i
F—
>
><
&
‘
~
.
0N
i
t.
0
QN
kO
~
<
~
N
i
N
i
O
C
N
O
N
O
i
N
i
~
La
U>
Ni
o
(4
-
JC
N
u~
4~
QN
w
tp
’a
a’
a’
a’
L
O
O
O
0
0
0
1
c
-r
w
w
¡
O
I’
~.
X
¾
Z
~t
O
a’
0
0
rl
-r
l-
rl
-
L
O
~
O g£
k~
±~
a
a’
O
a
’t
P
tQ
tQ
mm cfa’Or
l-
O
O
rl-
cf
cf
rl
-
O
0O
a’
O
O
it
ío
p
g
n
E
d
P
>
LV
LV
a’
1
a
’
a
’
a
’
a
’
‘
a a
’a
’a
’O
O
O
O
ta
ta
1
1
LV
O
W
tQ
¡
e HHHH
H
-H
Q
O
O
O
-
O
C
Y
000
0Ot
O
a’
~
Q’
a
~
‘
‘
a
n
o
n
a
’
a’ O rl-
‘
a
‘
0
0
0
~
a’
~
rf
a’
a’
‘
n
o
n
0
’0
’a
c
ta
-O
rl-
P>
LV
H
~’
-3
-H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
>
4*
>
>
‘
>
1>
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
~
0
0
0
O0 a LVrfa
’
a’
a’
a’
t
0
t
f
l
’
a
a’
¡
1
r
±
r
tr
t
o
i
¡
a’
ti
m
o
a’
O
rl-
1
c
t’
a
0
c
f
c
f
rl-
LV
rf
’a
c
f
it
r
l-
‘0rl-
cf
a’
a’
a’
o
r~
rr
n
r~
n
rn
tt~
o
tL
2
LV
LV
P>
rl-
a’
0
’a
fl
’n
‘.Q’a’a
c
f
L
V
a’
1
1
a
’a
’a
’
‘
O a’ ‘0 cf a’ Oa’c
l-
I
I
I
I~
I~
i~
LV
r
fa
’
rl
-c
f
rl-
o
a’
p>
r
l-
c
f
cf
‘
O
’
n
a
’
t
0
‘
O
‘
O
c
fa
’
a’
0
0
0
tQ
q
q
a’
a’
a’
0
0
0’
O
’a
’a
O
~Q
’a
a’
a’
a’
‘Orl-O
0
0
0
a’ O>
a
’
’
n
c
fc
fr
f
a’
a
’
r
l
-
O
n
o
‘
a
to
o
¡
‘
a
’
a
‘
0
c
f
O
a
’t
fl
0
0
0
c
f
i
l
i
i
i
lO
0
0
0
0
CV
Ni
H
O
a
l
.
~
0~
M
W
0W
L
V
L
V
L
V
a
’
a
’
o
n
n
o
o
1-~
~
e
-
~
“
1
o
e
~
z
o
’-
a
l
-
c
—
u
—
.
-
,
o
~
o
h
n
c
t
—
It
o O’
C
—
.
o o,
“
u
-
~
~
-
,
e
n
-
u c~
O 0
0
-
u
~ ~ c~
C
E’
.
~ E’E’ t~~-o -¶“
e
ca
O
~
—
o, e c~
o
.
0
<
t
‘
o It
’
~
.
n
o
‘
o
o
’
,
o
’
,
o, o.
a
‘
o
c
’
C
o
o
—
.
0
0
o n
o
-
0
0 O
to o
‘O
~
<
‘‘
o
E. o-
~
-
—
.
0
N
i
N
i-
.J
~J
O
La
.
~
.
La
N
i
-u
Discusión í~o JI
es bastante probable que éste sea tan alto como el observado para pC194, indicando que, itt JI
vivo, el ssoA de pE194 tampoco sena reconocido eficazmente en S. pneumoniae. JI
Resumiendo, los datos que existen hasta el momento plantean que, a pesar de que JI
solamente en bacterias como S. aureus y S. agalactiae se han encontrado plásmidos
conteniendo un origen de tipo ssoA perfectamente funcional en el huéped desde el cual el
/~
plásmido ha sido aislado, la señal ssoA presente en los plásmidos de estreptococos, no es
reconocida eficientemente en S. aureus y de forma recíproca, los orígenes de cadena sencilla
de tipo ssoA presentes en plásmidos de estafilococos, no actúan de modo eficaz en S.
pneumoniae. La dependencia de cada uno de estos huéspedes para el buen funcionamiento
de las señales de este tipo podría indicar la participación de factores específicos de cada
bacteria en el proceso de replicación de la cadena retrasada de estos plásmidos. Si se observa JI
la Figura 56, se puede apreciar que la secuencia nucleotídica de los ssoA de los plásmidos
procedentes de S. aureus está bastante más conservada entre sí, que respecto a la secuencia
del ssoA del plásmido de estreptococos pLS 1. Concretamente, aparte de las regiones RSB y
CS-6, son muy pocas y dispersas las zonas en común que tiene pLSl con los plásmidos de
estafilococos, mientras que éstos, además de las regiones conservadas RS11 y CS-6, poseen
un grado de homología considerable en el resto de sus secuencias ssoA. Dado que el o los
factores específicos de cada huésped deberían reconocer regiones comunes en las señales sso,
sería probable que, por ejemplo, las regiones conservadas entre los ssoA de los plásmidos
de S. aureus (no comunes a las de pLSl) estuvieran implicadas en el reconocimiento de
dichos factores, en este huésped. Del mismo modo, podrían ser reconocidas ciertas
secuencias del ssoA de pLS 1 (no comunes a las de los plásmidos de estafilococos) sólo por
factores de estreptococos (S. agalactiae y S. pneumoniae). Ésto explicaría por qué, a pesar JI
de pertenecer a la misma clase de orígenes de cadena sencilla, el ssoA de pCl94 y de pE194
no son eficientemente reconocidos en pneumococos, siendo perfectamente funcionales en JI
estafilococos y por qué el ssoA de pLSl no es eficiente en estafilococos, mientras que silo JIes en S. pneumoniae. Dado que no se dispone de la secuencia nucleotídica de señales de
conversión ss -. dsDNA de otros plásmidos de estreptococos, no hemos podido establecer
homologías entre éstas y el ssoA de pLSí para poder buscar elementos comunes entre ellas
que permitan basar esta hipótesis. Sin embargo, en esta señal existe una serie de secuencias
directamente repetidas (al-a2, bl-b3 en Fig. 40) muy sugerentes, que no se encuentran en
JI
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los plásmidos de S. aureus y que podrían estar implicadas en la interacción de los factores
específicos de estreptococos con el DNA plasmídico.
¡ Por otro lado, las regiones compartidas por todos los plásmidos que contienen el tipo
de ongen ssoA (RSB y CS-6) podrían estar vinculadas a la unión de factores más conservados
entre las diferentes bacterias, fundamentales para la función de este ongen, como por¡ 1’ejemplo, la RNAP. En este trabajo, hemos visto la participación de este enzima en el inicio
¡ del proceso de conversión ss -. dsDNA a partir del ssóA de pLSl tanto ‘en S. pnewnoniae
como en S. aureus (Figs. 24 y 29). Es decir, que a pesar de las diferencias registradas en
U cuanto a la eficiencia de este origen en cada huésped, existen en ambos, elementos comunes
en el mecanismo de iniciación de la cadena retrasada plasmídica. Ésto podría explicar el
hecho de que plásmidos provenientes de diferentes bacterias puedan replicar en huéspedes
distintos al original
Hemos llevado a cabo una serie de ensayos de replicación itt vitro a partir del ssoA
U de pLS 1 utilizando extractos proteicos de estafilococos, que permitieron determinar la
especificidad de síntesis de la cadena complementaria en dicho huésped. Se vio que, al menos
U una parte importante de la cadena retrasada de pLSl inicia su sintesis a partir de varios
U . puntos específicos dentro del ssoA, que mapean entre las coordenadas 4141 y 4158 delplásmido, en una regióff próxima a la secuencia CS-O (Fig. 40). Así pues, los factores
U específicos de cada huésped bacteriano podrían estar encargados de potenciar la unión ofunción del enzima encargado de sintetizar el “primer” para dar comienzo a la síntesis de la
U cadena retrasada (RNAP) o de los enzimas implicados en la polimenrización de la hebracomplementaria (DNA polimerasas), haciendo más eficiente el proceso de replicación. Si
estos factores no se encontrasen en el huésped ensayado, entonces la iniciación de la cadena1 retrasada podría seguir siendo específica, pero la replicación sería mucho menos eficiente.
U Sin embargo, lo que ocurre para pLSl en S. aureus no sucede para pE194 en S. pizeumoniae.En este trabajo hemos desarrollado un sistema de replicación iii - vitro que emplea extractos
I de pneumococos y que permitió establecer los puntos de iniciación de la cadenacomplementaria de algunos plásmidos. En este sistema, la cadena retrasada de pLSl se inicia
U de forma específica y tiene lugar a partir de cuatro puntos principales dentro de su ssoA(coordenadas 4111, 4125, 4132 y 4156 de pLSl), mientras que en el caso de pE194, no
JI
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parece que la síntesis de la cadena complementaria se inicie de forma específica en esta JI
bacteria, pese a que la eficiencia de conversión de ssDNA a dsDNA registrada a partir del
ssoA de pEl94 es relativamente alta en el mismo sistema. Estos hechos, relacionados con los
resultados obtenidos itt vivo con respecto al grado de acumulación de formas de ssDNA JI
plasmidico, nos permitieron introducir algunos conceptos nuevos a la hora de evaluar la
funcionalidad de un origen concreto de replicación de hebra sencilla, en un huésped distinto
al original. En primer lugar, la forma de determinar la actividad de un sso plasmídico,
midiendo la proporción intracelular de ssDNA acumulado itt vivo y compararla con el grado JI
de acumulación de ssDNA generado por un derivado de dicho plásmido que carezca de tal
origen (este es el método comúnmente utilizado para definir cualquier tipo de sso en un JI
determinado huésped; Gruss y cols., 1987; del Solar y cols., 1987a; Viret y Alonso, 1988;
van del Lelie y cols., 1989; Seery y Devine, 1993; Kramer y cols., 1995; Meijer y cols., JI
1995a; 1995b), no indica, en el caso de que ambos generen el mismo nivel de intermediados
de replicación ssDNA, que este origen no sea funcional en la bacteria ensayada, como ocurre JI
para pLSI (ssoA) en huéspedes como fi. subtilis, S. aureus y E. cdi. En este caso, se podría
interpretar que la ‘falta de actividad” del ssoA de pLS1 en dichos huéspedes, sea en realidad JI
(como ocurre en estafilococos) la existencia de síntesis específica pero menos eficiente de la
cadena complementaria a partir de su ssoA. Esto podría deberse, probablemente, a la falta
de posibles “potenciadores de replicación” específicos de pneumococos, necesarios para
conseguir un buen indice replicativo en una bacteria distinta a ella. JI
Por otro lado, aunque no se tengan evidencias en cuanto a la eficiencia y especificidad
de síntesis de DNA a partir del ssoA de pLSl en fi. sublilis en un sistema itt vitro, como del
que se dispone para S. pneumoniae y S. aureus, hemos conseguido promover la síntesis
específica de RNA cebadores de la cadena reatrasada, utilizando un sistema de transcripción
itt vitro que emplea la RNAP purificada de fi. subtilis. Dado que la única forma que tienen JI
las DNA polimerasas bacterianas para sintetizar esta cadena es mediante la extensión de un
“primer”, la existencia de estos RNA de tamaños concretos (Fig. 43) serían indicativos de JI
puntos específicos de iniciación de la cadena complementaria en fi. subtilis. Otra vez nos
encontraríamos con un caso de baja eficiencia en la conversión de ss -. dsDNA plasmidico JI
in vivo y evidencias de un alto grado de especificidad en el inicio de la síntesis de la cadena JI
complementaria del plásmido. Ésto nos permite introducir un segundo concepto relativo a
u
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esta etapa de la replicación RC: la eficiencia y especificidad de inicio de la cadena retrasada¡ no están relacionadas, ni una es la consecuencia de la otra. Queda claro que una muy baja
eficiencia de conversión de las formas ssDNA a dsDNA del plásmido itt vivo puede¡ corresponderse con un alto grado de especificidad de inicio en la síntesis de la cadena
complementana registrada itt vitro, indicando que, aunque la funcionalidad del sso de dicho¡ plásmido sea baja, puede ser, sin embargo, específicamente reconocido por la maquinaria
‘o
enzímática bacteriana. Por otro lado, hemos visto que la introducción de determinadas¡ mutaciones en el origen de cadena sencilla de pLSl disminuyen en gran medida la iniciación
específica de esta cadena y, sin embargo, la eficiencia de conversión ss -. dsDNA (que sería
I inespecifica) en estafilococos, a partir de estos ssoA alterados, es igual a la del plásmido
silvestre, itt vivo (Fig. 34).
A lo largo de este trabajo, así como de otra serie de ellos (Boe y cols., 1989; Oskam¡ y cols., 1992; del Solar y cols., 1993a; Meijer y cols., 1995a; 1995b; Seegers y cols.,
1995), se ha visto una relación poco clara entre el número de copias plasmidico, la presencia
I del origen de replicación de hebra sencilla, el grado de acumulación de formas ssDNA y la
estabilidad segregacional de plásmidos con replicación RC, en distintos huéspedes. Nuestros¡ datos apuntan a la existencia de una función de estabilidad asociada, física pero no
funcionalmente, al ssoA de pLSi capaz de actuar en distintos huéspedes como £U pneumoniae, fi. subtilis y L. lactis. Es decir, que la sola presencia de la región que
comprende a este origen (independientemente de su grado de funcionalidad), sería suficiente¡ para garantizar un reparto equitativo de las réplicas plasmídicas, en cada una de estas¡ poblaciones bacterianas, durante la división celular. Los datos en que basamos dicha
afirmación pueden resumirse en las siguientes observaciones: i) el plásmido derivado de
‘ pLS1, pLS 106, que posee una mutación en la región ssoA conduciendo a una inactivación
casi total de este origen (y por consiguiente al acUmulo de un alto grado de formas ssDNA
U plasmídicas en pneumococos), mantiene un número de copias similar al del plásmido originaly es segregacionalmente estable en S. pnewnoniae, u) si se aumenta dos veces el número de
I copias de pLS4 (mediante mutaciones en el sistema de control de replicación del plásmido),consiguiéndose así el mismo valor que pLS 1, el plásmido resultante &LS7) sigue siendo
U igualmente inestable en este huésped (del Solar y cols., 1993a), iii) en B. subtilis, elplásmido pLSl y derivados de éste con deleciones parciales (,pLSlA13, pLSlAl4) o totales
JI
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(pLSlANA, pLS4) de la señal ssoA, poseen el mismo número de copias y acumulan
prácticamente la misma cantidad de ssDNA, sin embargo, sólo pLSl es mantenido de forma JIestable, iv) un plásmido derivado de pMVlS8, que sólo contiene la señal ssoA ~MV-UA~),
idéntico a pLS1, y que acumula un alto grado de formas ssDNA, es segregacionalmente JIestable en L. lactis, mientras que otro, que carece de este origen de cadena sencilla (pMV-U
A-) es totalmente inestable en la misma población, pese a no existir una variación
significativa en el número de copias de ambos replicones (Meijer y cols., 1995b).
-u
En condiciones normales, y en general, los sistemas que controlan el número de
copias plasmidico determinan una tasa de replicación promedio de 1 por copia y por ciclo JI
celular, siendo capaces de corregir desviaciones que lo alejen de este promedio,
consiguiéndose así un número constante de plásmidos por célula (n). Si se trata de un sistema JI
de control eficiente, capaz de mantener un número de copias exactamente igual a 2n en cada
célula al momento de dividirse, y considerando que cada molécula plasmídica tiene la misma
oportunidad de segregar hacia una u otra célula hija, la probabilidad de pérdida del plásmido
calculada teóricamente (Lth) durante la división celular está definida por la ecuación binomial JI
planteada por Summers (1991): Lth = (1/2)20. Tasas de pérdida experimentales (Lex)
mayores que Lth podrían ser la consecuencia de un ineficiente control de la replicación y/o
cierta clase de compartimentación plasmídica en la célula, que dificulte un reparto libre al
azar. Este parece ser el caso de los plásmidos pLSlAl3, pLSlA14, pLSlANA y pLS4. Estos JI
derivados de pLSl, que contienen deleciones parciales o totales de la señal ssoA, presentan
en S. pnewnotziae, unas 10 copias por equivalente cromosómico, que según la ecuación
mencionada, le garantizaría un valor aproximado de Lth = lot Sin embargo, el valor Lex
calculado en cada caso (Fig. 19; Tabla 5), es bastante más alto que el esperado. En base a
estos datos, y dado que además, la acumulación de ssDNA parece no tener efecto en cuanto
a la estabilización de plásmidos en ninguno de los tres huéspedes analizados (Tabla 8), JI
proponemos que la secuencia ssoA constituye, al igual que el ssoU, aunque en otro sentido,
un ‘elemento de promiscuidad” importante a la hora de colonizar un nuevo huésped. Un dato JI
que apoyaría esta hipótesis, es la capacidad que tienen algunos plásmidos, como ciertos
derivados de pCl94, para mantenerse de forma estable en £ ptteumoniae, pese a que su señal JI
ssoA es muy poco funcional en este huésped (Ballester y cols., 1989; del Solar y cols.,
JI
1993a). Sin embargo, en contra se podría argumentar que la presencia de la secuencia ssoA
JI]
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de pE194 no le garantiza al plásmido un reparto equitativo durante la división celular en A.
subtilis (Novick y cols., 1984a).
¡ Aunque aún no hay pruebas contundentes sobre la existencia de funciones de
estabilidad o de partición en plásmidos con replicación RC, se sabe que la deleción de
U algunas regiones, como la secuencia RA4 de pUBliO (contigua a la región BA3) conduce ala inestabilidad segregacional del plásmido sin que se observe un efecto significativo en sus¡ capacidades replicativas (Bron y cols., 1988). A pesar de que en muchos casos, la conversión
ineficiente del ssDNA plasmídico causa la inestabilidad segregacional del mismo (Gruss y
I cols., 1987; del Solar y cols., 1987a; Chang y cols., 1987; Viret y Alonso, 1988; Deviney cols., 1989; Roe y cols., 1989; Bron y cols., 1991), este trabajo nos ha permitido concluir
I que la presencia de un sso (in)eficiente, no implica siempre que el plásmido deba ser(in)estable. Por ejemplo, la secuencia ssoU de pMV158 constituye una muy buena señal de
U conversión ss -> dsDNA para un derivado de éste que carece del ssoA (pMV-U4Aj, sin
embargo es incapaz de estabilizar segregacionalmente dicho plásmido en una población de
E L. lactis (Meijer y cols., 1995b).
Miller y cols. (1983) encontraron que la secuencia RS
11 de varios plásmidos de
estafilococos presentan un grado de homología considerable con una porción de la regiónpar
U de pSC1Ol, lo que permitió sugerir a Novick y cols. (1984a) la implicación de esta zona del
ssoA en la partición plasmidica. Nosotros encontramos dos secuencias que incluyen el RS11
I de pLSl (coordenadas 4080 a 4110 de pLS 1), que presentan más de un 55% de homología
con la secuencia par de pSClOl. La más baja de estas homologías (18/31 nucleótidos¡ idénticos; Fig. 57, 1) corresponde a la región de pSClOl previamente propuesta por Novick
I y cols. (1984a). En esta zona también se localiza la secuencia repetida ~ de pSClOl,requerida para su replicación normal (Manen y cols., 1990). La más alta de las homologías
U (22/31 nucleótidos idénticos; Fig. 57, 2) comprende la región de unión de la DNA girasa deE. coli a la secuencia par de pSClOl (Whale y Komberg, 1988). Ésto podría indicar que
U existe una secuencia de unión a la DNA girasa asociada al ssoA de pLSl. Sin embargo, losresultados obtenidos de una serie de experimentos donde se inhibió este enzima con ácido
I oxolinico y/o ácido nalidixico, no evidenciaron la existencia de una interacción evidente entrela DNA girasa y el DNA de pLSl en S. pnewnoniae (resultados no incluidos en la Tesis).
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Contamos, sin embargo, con un dato interesante: el plásmido pLS 16367, que posee una
serie de sustituciones en los nucledtidos conservados del RS11, que eliminan la función del
ssoA de pLSl en pneumococos, es algo inestable (Lex = 0.02) en esta población. Este
hecho, podría indicar que existen ciertos elementos en la secuencia del RS8 de pLSI que
estarían implicados en la interacción con algún factor del huésped, distinto a los que
intervienen en el proceso de replicación, que facilitarían la segregación plasmidica durante
la división celular. De esta forma, la existencia de dos señales sso en pMylS8 que le
confieren ventajas replicativas y de estabilidad segregacional al plásmido en distintos
huéspedes, le supondría una mayor flexibilidad en la coloniiación de nuevas bacterias y ésto
podría explicar su carácter “promiscuo”.
pSClOl (150,180)
qLSl (4110,4080)
pSCIO1 (63,93)
pLSI (4110,4080)
5 —CACATAGOAGA CCCGCC~TAAAACGCCCTcA -3
5’ —CAAATAGCTTTCACGGCATAAATCGCTCAGA3’
5’ -GAATGACCTGTCACGGGATAATCCGAAGTGG —3
II III 111111 liii II5’ - CAAATAGCTTTCACGGCATAMTCGCTCAGA -3’
(1)
(2)
-u
JI
JI
JI
-u
JI
JI
JI
-u
JIFigura 57. Homologías entre la secuencia RS» de pLSI y la región par de pSC1O1. Las coordenadas en
ambos plásmidos corresponden a las descritas por Lacks y cols. (1986) para pLS1 y Miller y cols. (1983) para
pSC 101. Se buscó la máxima homología para el alineamiento sin permitir huecos. En la homología 1, la flecha
indica el comienzo de la zona del DNA protegida por la DNA girasa de E. coil en experimentos de protección
frente al ataque nucleolítico del DNA (Wahle y Kornberg, 1988), y se sobrerraya la secuencia repetida “a”
involucrada en la partición del plásmido (Manen y cols., 1990). La homología 2 es similar a la previamente
publicada por Novick y cols. (1984) para la región RS8 de varios pl&srnidos de estafilococos.
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Una observación general para los plásmidos que replican por el mecanismo RC, es¡ que la deleción de sus señales sso no conduce a la inviabilidad replicativa de los mismos.
Ésto significa que las formas ssDNA del plásmido pueden continuar siendo convertidas a
U dsDNA por vías alternativas, independientes del sso, que son generalmente poco eficientesy no dependen de RNAP (Kramer y cols., 1995). Para pMVIS8 se han descrito dos posibles
formas alternativas de iniciar la síntesis de la cadena retrasada en ausencia de las secuenciasu ‘ossoA y ssoU. La primera fue propuesta por del Solar y cols. (1987a), en donde la síntesis de
¡ esta hebra partiría desde una secuencia palindrómica con cierta homología al ssoA, presente
en el gen tetL (coordenadas 2368 a 2467 de pLSl). En este caso, no se ha propuesto un¡ mecanismo que se ajuste a los datos presentes, sin embargo, un dato a favor lo constituye
el no haber sido posible obtener células de pneumococos transformadas con el DNA de un¡ derivado de pMVIS8 que, además de carecer de sus sso, se le haya sustituido el gen tetL por
el un de pC194 (M. Espinosa, comunicación personal). Por otro lado, Meijer y cols. (1996)¡ propusieron un mecanismo alternativo, más complejo, de iniciación de la cadena
complementaria de pMVl58 en E. subtilis, que involucra los dos ctRNA sintetizados por el
E plásmido (RNA 1 y RNA II; Fig. 11) y la proteína RecA bacteriana. En este caso, los ctRNA
servirían de ‘primer” de esta cadena y requerirían de RecA para formar el complejo de¡ iniciación. Sin embargo, este sistema no abarcaría el conjunto de vías alternativas de síntesis
de la cadena retrasada, ya que un derivado de pMV1S8 que carece de sus sso continúaU replicando en cepas mutantes recA” (Meijer y cols., 1996). Además, no se ha encontrado
I diferencias en cuanto al grado de acumulación de formas ssDNA de pLS4 (MsoA, ARNA1) y un derivado de éste que, además, carece de RNA II &LS4m) en S. pneumottiae¡ (resultados no incluidos en la Tesis).
2. FUNCIÓN DE LAS REGIONES CONSERVADAS DEL ssoÁ
Habíamos comentado anteriormente que las regiones conservadas entre los ssoA de
I diferentes plásmidos (RSB y CS-6) podrían estar implicadas en el reconocimiento por factores
comunes y más conservados entre las distintas bacterias. Como habíamos adelantado, se
I comprobó la actuación de la RNAP de S. pneumoniae, S. aureus y fi. subtilis en el inicio de
la síntesis de la cadena complementaria a partir del ssoA de pLSl mediante experimentos de
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inhibición del enzima con rifampicina itt vivo e in vitro o, directamente, mediante síntesis de
RNA desde este origen (Fig. 43). Por otro lado, se había comprobado la participación de la
RNAP de estafilococos en el inicio de la síntesis de la cadena complementaria a partir del
ssoA de pTl8l, pEl94 y pSN2 (Dempsey y cols., 1995) y pC194 (Boe y cols., 1989). Se
sabe, además, que la funcionalidad de] ssoA de todos estos plásmidos depende de su
orientación respecto a la del dso en el genoma plasmídico (Gruss y cols., 1987; del Solar y
cols., 1993a; Dempsey y cols., 1995; Fig. 36), lo que pone de manifiesto la importancia de
las secuencias conservadas que se encuentran desapareadas en la estructura del origen. Con
el fin de determinar el significado funcional de dichas secuencias, se realizó un análisis de
mutagénesis dirigida a ambas regiones conservadas, lo que permitió establecer el sitio en
donde se podría unir la RNAP y la región del ssoA que actuana como terminador de la
síntesis de los RNA cebadores. Hasta ahora no se disponía de ningún análisis exhaustivo
sobre los orígenes de replicación de cadena sencilla de plásmidos, por lo tanto, en este
trabajo se engloba el primer estudio minucioso realizado de los requerimientos estructurales
y de secuencia para la función de estas señales plasmidicas. Análisis del efecto de mutaciones
en la zona del sso, así como de los requerimientos enzimáticos necesarios para la síntesis de
la cadena retrasada, habían sido realizados para el estudio de la replicación de fagos de
cadena sencilla de E. coli (Hiasa y cols., 1989). Ésto permitió la determinación, clasificación
y profundización de los diferentes mecanismos de síntesis de RNA cebadores conocidos hoy
en día (Kornberg y Baker, 1992).
Hasta ahora, sólo se suponía la presencia de RNA cebadores de la cadena retrasada
de plásmidos con replicación RC, pero no se tenían evidencias directas de que se sintetizara
un “primer” desde los orígenes de cadena sencilla de estos replicones. Todos los datos que
se tenían constituían pruebas indirectas de la generación de estos RNA (obtenidos en
experimentos de inhibición de la RNAP con rifampicina o ausencia de rNTPs en el tampón
de replicación). Por lo tanto, es de destacar, también, la importancia de nuestro trabajo en
cuanto al diseño de los experimentos de transcripción itt vitro, para sintetizar pequeñas
moléculas de RNA a partir de sustratos de DNA monocatenario. Estos experimentos nos
permitieron definir el tamaño y especificidad de síntesis de los transcritos sintetizados a partir
del ssoA de pLSI. Experimentos parecidos solamente se habían llevado a cabo para la
determinación de los “primer” necesarios en la síntesis de la cadena complementaria de
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colifagos (Kodaira y cols., 1992; Higashitani y cols., 1993).
Proponemos que la región RSB, presente en el ssoA de pLSl, está implicada en la
U interacción de la RNAP bacteriana con el DNA plasmídico y que para ello es necesario quetanto los nucleótidos conservados de la región desapareada como la estructura local de esta
region permanezcan inalterados. Ésto se basa en que la sustitución de los nucleótidos
conservados y/o la distorsión de la estructura del origen en esta zona derivan en: O¡ incapacidad para que la RNAP de fi. subtilis se una a un fragmento ssDNA conteniendo esta
señal alterada, u) incapacidad para que este enzima sintetice RNA cebadores a partir de este
I mismo sustrato, iii) incremento in vivo de las formas ssDNA plasmidica en pneumococos,iv) baja eficiencia en la síntesis de la cadena retrasada, registrada itt vitro, tanto en S. aureus
I como en S. pneumoniae, y y) iniciación inespecifica de la cadena complementaria de estos
plásmidos, en ambos huéspedes. Es lógico pensar, que todas estas consecuencias derivadas
¡ de la alteración de la región RS11, sean simplemente causadas por la primera, es decir, por
la falta de interacción directa entre la RNAP y el ssoA. Estos datos plantean la posibilidad
de que exista una unión específica del enzima a la zona del origen que contiene el RSB. Sin
embargo, aún no tenemos datos suficientes como para descartar la posibilidad de que la¡ RNAP se una a otra región del origen y que las mutaciones generadas en el RSB impidan (por
ejemplo, mediante actuación a distancia) la interacción proteína-DNA. Este supuesto no
U parece ser el que verdaderamente esté actuando, ya que se cuenta con más datos que
favorecen la primera de las hipótesis planteadas. Estos datos están relacionados con los
I puntos de iniciación de la cadena retrasada mapeados en los experimentos de replicación itt
vitro. Tanto en el sistema de S. aureus como en el de S. pneumoniae la síntesis de la cadenaU retrasada de pLS 1 (sitios de transición RNA-DNA) tiene lugar en una zona próxima a CS-6
U (ver Fig. 40). Dado que el tamaño del “primer” mayoritario sintetizado a partir del ssoA depLS 1 es de aproximadamente 21 nt (Fig. 43), la RNAP bacteriana tendría que haberse unido
U a una región del DNA que estuviese a unos 21 nt por detrás de estos sitios de iniciación dela cadena complementaria, más la distancia correspondiente, en nucleótidos, de una región
U promotora clásica (entre 35 y 36 pb), siempre y cuando este enzima interaccione con unazona característica, como sería de esperar. Dado que la RNAP utiliza como molde la hebra
de DNA opuesta a la que se une, se buscó una región en donde este enzima pudiera¡ interaccionar con el ssoA y que coincidiera con los resultados obtenidos. Es bien sabido que
JI
Discusión 170 JI
JI
? ?
—> CAST A JIC.C ¡C
A-?130 AS
A.?
o-e u
c.cC.CA
A
C.C
C.C 4 ‘o JI
c.c
P.A
C.C
C.CA 0A JIC
o AA
A A
1?
- c JI
AC~.
—-A
-o--
eA
o
A A u
c.c
A.?
C.C
oA.?
T
A
C.C u
A.?
A.?
A.?
A~T
C.C JI
CLC
TIA
?LA JI
A-?
?.A.
C -C
c A
-A
A JI
A
C.C
PAB
C.C
OCCA JI
TA
A-?
TA
5-- CAT.AAA u
Figura 58. Posible sitio de unión de la RNAP al ssoA de pLS1. Se representa el plegamiento intracatenano JIde la hebra (±)del DNA de pLSl predicho por ordenador para la región del ssoA. Se enmarcan las posibles
secuencias -10 y -35 que pudiesen servir como sitio de unión de la RNAP. Una vez unida, el enzima sintetizaría
un pequeño transcrito de 21 nÉ a partir de la A ubicada en la coordenada 4176 de pLS1, cuya sffitesis terminarla JIunosnucleétidos después de haber pasado la región CS-6 (coordenada 4156; los límites de este pRNA se señalan
con dos flechas). A continuación ocurrida la transición RNA-DNA. Se señala la posición en esta secuencia
(130) a partir de la cual tiene lugar la incorporación de dNTPs a la cadena complementaria en el sistema de S.
pneurnon¡ae. Este punto corresponde a la banda de 130 nt obtenida en los experimentos de mapeo de los sitios JI
de iniciación de la cadena complementaria del plásmido.
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la función principal de la RNAP en la célula es la transcripción de genes codificados por el¡ DNA. También se sabe que existen varios tipos de secuencias promotoras con las que este
enzima puede interaccionar y así promover la síntesis del RNA, cuyo reconocimiento¡ especifico depende principalmente del factor sigma (u) que lleve asociado el holoenzima
(Helmann y Chamberlin, 1988). El factor u más abundante en E. coli es «70 (Collado-Vides
3 y cols., 1991). Este factor, formando parte del holoenzima, reconoce una clase de
promotores que se caracterizan por poseer dos regiones consenso centradas en la~ posiciones¡ -10 y -35 respecto al sitio de iniciación de la transcripción. La mayoría de los promotores
pertenecen a esta clase y las secuencias consenso reconocidas son 5‘-TATAAT-3’ en la¡ región -10 y 5’-TTGACA-3’ en la región -35 (McClure, 1985; Lisser y Margalit, 1993)
siendo importante que estén espaciadas unos 17±1pares de bases. Desde la región -10 a la
U posición ±1(primer rNTP incorporado en la cadena de RNA) hay 6 pb más, consiguiéndose
así una distancia total, desde el punto + 1 a la región -35 del promotor, de unos 34 a 36 pb.
I B. subtilis posee una subunidad u muy similar a la u70 de E. coil, es la llamada o’~, o uvegetativa (Haldenwang, 1995), mayoritaria en condiciones normales de crecimiento. Las
I secuencias consenso que reconoce en las zonas -10 y -35 son idénticas a las reconocidas por
la subunidad homóloga de E. coli (Helmann, 1995). Por otro lado, se sabe qúe tanto en 8.
I aureus como en 8. pneumoniae, la mayoría de los promotores presentan también este tipo
de secuencias consenso, que son reconocidas por la RNAP bacteriana.
En las proximidades de la región RS
8 de pLSl se encuentra una secuencia -35 idéntica
E a la consenso definida para estos promotores (Fig. 58). Diecisiete nuclétidos “corriente
arriba” de ésta se encuentra una secuencia nucleotídica que guarda cierta homología con la
I región -10 (5’-TAcgcT-3’). Seis nucleótidos más hacia el extremo 5’ del origen, podría
U encontrarse el punto + 1 del “primer” (A, localizada en la coordenada 4177 de pLS 1). Si secuentan desde allí 21 nt en la misma dirección sobre la secuencia del ssoA, nos encontramos
I con los puntos de iniciación de la síntesis del DNA de la cadena complementaria mapeadosen los experimentos itt vitro. Este hecho, nos permitió establecer un modelo para la
I interacción de la RNAP en el ssoA de pLSl (Fig. 58). Dado que este es un enzima de grantamaño y se sabe que ocupa regiones de DNA adyacentes a las secuencias -10 y -35 de los
‘ promotores estudiados, se podría pensar que las secuencias desapareadas del RS11, así como
la estructura local de la horquilla en esa región, juegan un papel importante en el
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Figura 59. Sitios de transición RNA-DNA durante la s(ntesis de la cadena complementaria de varios
plásmidos. Se presenta la estructura secundariapredicha por ordenador para la región del ssoA depTl8l, pSN2
y pE194. Las coordenadas en cada secuencia corresponden a las publicadas por Khan y Novick (1982) y
I-lorinouchi y Weisblum (1982a). Los corchetes indican los puntos mayoritarios para la iniciación de la cadena
retrasada mapeados en experimentos de replicación iii vitro en S. ¿zureas. Se señala la dirección de la síntesis
de DNA a partir de los primeros puntos de iniciación mapeados (flechas). Figura tomada de Dempsey y cols.
(1995). Se indican las posibles secuencias -iO y -35 que puedan actuar como sitios de unión de la RNAP,
propuestas en nuestro trabajo.
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reconocimiento y unión del enzima al DNA. Es de destacar, la importancia que tiene la
presencia de una región parcialmente apareada en el tallo de la estructura secundaria del ssoA3 de pLS1 (conteniendo los nucleótidos conservados del RSB), ya que si se induce el
apareamiento completo o el desapareamiento general de esta región, la RNAP no se une alU origen (Fig. 42). Existen promotores que contienen secuencias anteriores a la región -35 que
afectan al proceso de unión del enzima al DNA, así como a la isomerización del DNA a3
complejo abierto (Bracco y cols., 1989; Buckle y cols., 1991). De esta forma, se podría
explicar por qué alteraciones en la zona del RS11 tienen consecuencias drásticas en la unión¡
de la RNAP y funcionalidad de este origen de replicación en todos los huéspedes ensayados.3 Como elemento a favor de esta hipótesis, podrían citarse los resultados obtenidos porDempsey y cols. (1995), quienes determinaron los puntos de iniciación de la cadena
U complementaria (incorporación del primer dNTP) a partir del ssoA de los plásmidos pTl8l,pSN2 y pE194 de estafilococos (Fig. 59). En estos plásmidos, la cadena retrasada se inicia3 en varios sitios del ssoA que se mapearon muy cerca y hacia la izquierda del lazo de la
horquilla del origen, al igual que sucede en pLSl. Si se observa la estructura secundaria delU 1~O de estos plásmidos, se verá la gran similitud existente entre ellos y el de pLS1, así
la disposición común de la región RSR en la base del tallo de la horquilla formada. En3 estas representaciones se puede ver una pequeña burbuja desapareada y conservada en todas
ellas incluida en la región RS11. Próxima a ella se encuentra, en todos estos plásmidos, unaU secuencia con cierto grado de homología a una región promotora -35 (Fig. 59). Si se
continúa unos 17 o 18 nt en dirección al lazo de estas horquillas, se puede encontrar en el
I ssoA de pE194, una secuencia altamente homóloga con una región -10, o escasamente
homóloga a élla para el resto de los plásmidos.
Tomando en cuenta los resultados obtenidos para pUS 1 y los publicados para pT 181,
U pSN2 y pE194 relativos a los puntos de iniciación de la cadena complementaria,
determinados a partir de sus respectivos orígenes de replicación, se podría plantear que en3 estos últimos replicones, i) la RNAP también se une al DNA en una posible secuencia
U promotora, para lo cual la correcta disposición de la región RS11 sería fundamental, y u) quetambién se sintetizan RNA cebadores de unos 20 a 30 nt de longitud, que podrán ser¡ utilizados por las DNA polimerasas del huésped, para sintetizar la cadena retrasada de cada
plásmido. Si esto fuera cierto, el mecanismo de unión de la RNAP al ssoA de pT 181, pSN2
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y pEl94 coincidiría con el modelo propuesto para pLSI. Esta misma disposición y estructura
general del origen, así como la ubicación de la región CS-6 en el lazo de la misma, había
sido propuesta ya, para los plásmidos pC22l, pC194, pEl94 y pLSt (del Solar y cols.,
1987a; Fig. 60). En estos casos, de haberse continuado la estructuración de esta secuencia
un poco más por debajo de las representadas, se hubiera conseguido una disposición de cada
ssoA más parecida a las que aparecen dibujadas en la Figura 59. A pesar de que no se
dispongan de datos relativos a los puntos de iniciación de la cadena comiilementaria en
pC22l y pCl94, se podría proponer, en base a la homología de secuencia y estructura de
todos estos origenes, así como de la presencia de posibles secuencias promotoras en los ssoA
de estos plásmidos (Hg. 60), ubicados en posiciones análogas a la de los anteriores, que
presenten un mecanismo de iniciación especifico y similar al de pLSl.
~4)
p LSI
.4.
pG22l
4’ 4
~CI94 pEIS4 ‘:1
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4>
Figura 60. Estructura secundaria propuesta para el ssaA de pLSI, pE194, pC221 y pC194. Las
configuraciones han sido generadas mediante análisis por computador y posterior refinamiento a mano. Se han
subrayado las secuencias conservadas en la base izquierda del tallo (RS
8) y en el lazo (secuencias homólogas
a CS-ó) de ambas estructuras. Las coordenadas mostradas corresponden a las publicadas por Projan y cois.
(1985) y Horinouchi y Weisblum (i982a; i982b). Figura tomada de del Solar y cols. (i987a). Se agregaron
las posibles secuencias -10 y -35 que puedan actuar como sitios de unión de la RNAP.
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Sin embargo, hay una serie de datos que cuestionan esta propuesta, es decir, que la
región RS5 sea la señal que determine la unión de la RNAP bacteriana al origen de hebrasencilla. En primer lugar, el plásmido pUBí 12 aislado deS. aureus, cuyo sso se ha incluido
dentro del tipo ssoA de orígenes de replicación, no presenta ninguna secuencia homóloga a
RS11 (Novick, 1989; Fig 2), aunque posee una zona con cierta homología a las secuencias que¡ aparean con ella hacia el extremo 3’ de la horquilla, y a las regiones promotoras -10 y -35,
en una región análoga a la de los plásmidos anteriores, que podrían estar implicada en la¡ unión de la RNAP. Esto indicaría que la región RS11 no es indispensable en todos los
plásmídos para el buen funcionamiento de esta clase de orígenes. Es posible, sin embargo,
U que el ssoA de pUR112 goce de una disposición espacial particular que facilite la interaccióndel enzima con el DNA plasmídico y le permita prescindir de regiones que para otros¡ plásmidos son fundamentales. Un ejemplo similar lo constituye la señal ssoU. En este caso,
resulta curioso que, a pesar de que el inicio de la replicación a partir de este origen dependeU también de la RNAP del huésped (Fig. 51; Dempsey y cols., 1995), no existan regiones
homólogas entre ambas señales de replicación. Cabría esperar que por lo menos presentase¡ una zona parecida al RS8 del ssoA y/o una región homóloga a las secuencias consenso -10
y -35 de promotores clásicos. Sin embargo, no parece que la señal ssoU posea alguna de
estas características, que además corresponda con los resultados de iniciación obtenidos itt
vitro, es decir, un único punto de iniciación de la cadena retrasada (incorporación del primer
U dNTP) ubicado en las coordenadas 3448 de pMV1S8 (Ng. 54) y 1299 de pUBliO (Dempsey
ycols., 1995).
En segundo lugar, los numerosos sitios de iniciación de la cadena complementaria¡ (entreS y 22 sitios principales) registrados itt vitro para los plásmidos pTl8l, pSN2, pE194
(Fíg 59) y pLSi (Fig. 40), donde a su vez se mapearon puntos de iniciación diferentes segúnU el sistema de replicación empleado (5. aureus o 5. pneumoniae). Como estos puntos¡ corresponden a los sitios donde tiene lugar la transición de RNA a DNA de la cadena
retrasada, los resultados sugieren que dicha transición ocurre en múltiples posiciones para
los orígenes del tipo ssoA. Dempsey y cols. (1995) propusieron que ésto podría deberse a laU
síntesis de RNA cebadores de un tamaño fijo, iniciados en varias posiciones del ssoA o
alternativamente, que la RNAP iniciara la síntesis de estos “primer’ desde una única posición¡ comente arriba” del lazo central de la estructura del origen y sintetice moléculas de RNA
u
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de diferentes tamaños. Ambas posibilidades explicarían la existencia de puntos de transición
en varios sitios del DNA plasmídico. Dado que las moléculas de RNA generadas en los
experimentos de transcripción itt vitro presentan principalmente un tamaño fijo, de 21 nt, es JI
probable que sea la primera de estas propuestas la que verdaderamente tenga lugar en estos JIplásmidos. Esto indica que la RNAP tendría que unirse a distintas posiciones del ssoA para
poder cumplir ambos requisitos: síntesis de un “primer” de un tamaño concreto y múltiples JI
puntos de transición RNA-DNA durante la replicación de la cadena retrasada. ‘Un hecho a
tener en cuenta, y que podría explicar esta situación, es que pan la determinación del tamaño
de los RNA sintetizados itt vitro se empleó la RNAP de fi. subtilis, mientras que los sitios
de incorporación del primer dNTP a la cadena complementaria de estos plásmidos se
consiguieron utilizando extractos proteicos de estafilococos o de pneumococos. Dado que los
puntos de iniciación de la cadena retrasada determinados itt vitro para pLS 1 en S. aureus u
difieren respecto a los obtenidos en S. pneumoniae, también es posible que la iniciación de
esta cadena sea distinta en fi. subtilis. Si, por ejemplo, esta transición tuviera lugar u
principalmente en un punto del ssoA, como sucede para la replicación a partir del ssoU en
estafilococos, entonces la unión de la RNAP tendría que suceder en una posición fija de este
origen. Luego, es posible que la RNAP de S. aureus y S. pneumoniae dieran lugar a
“primers” de diferentes tamaños, que pudieran explicar el anclaje de la RNAP a un único u
sitio del ssoA y la existencia de múltiples sitios de transición RNA-DNA. u
Por otro lado, las mutaciones generadas en la otra región conservada del ssoA, CS-6,
también tienen consecuencias negativas en cuanto a la efienciencia y especificidad de inicio u
de la cadena retrasada de pLSi. Proponemos que la región CS-6 está implicada en la
terminación de los “primer” sintetizados por la RNAP (es decir, que sea el lugar en que la JI
RNAP se suelta del DNA y/o permita la transición hacia la síntesis de DNA), dado que las
umutaciones generadas en esta región, derivan en: i) cambio del patrón de tamaños de los
transcritos sintetizados a partir de estos orígenes alterados, dando lugar a moléculas de RNA
más grandes que las sintetizadas a partir del ssoA silvestre, u) descenso en la especificidad JI
de inicio de la cadena retrasada en S. aureus, y iii) descenso en la eficiencia de síntesis de
la cadena complementaria itt vivo o itt vitro, dependiendo del huésped. Por otro lado, sigue JI
habiendo unión de la RNAP a los fragmentos ssDNA conteniendo estas mutaciones, con una
eficiencia similar a la de los que llevan la señal silvestre. Ésto indica que la región CS-6 no JI
JI
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interviene en la unión de la RNAP al ssoA, sino que tiene que ver con la especificidad en la
síntesis de los RNA cebadores de la cadena complementaria del plásmido.
¡ Ya habíamos comentado que la secuencia CS-6, cuando se encuentra presente, se
ubica en el lazo de la horquilla del ssoA plasmídico. Se sabe además, que varias secuencias
que codifican para terminadores transcripcionales presentan estructuras secundarias y¡ /concentraciones de As en su secuencia nucleotídica (Wilson y von Hippel, 1995). En el caso
¡ de pLSl, el primero de los puntos de transición RNA-DNA está precedido por un conjunto
de tres Ts alrededor de la coordenada 4152 del plásmido (Fig. 40). En el lazo de la¡ estructura del ssoA de pE194 se encuentra la secuencia 5’-TAGCGa-3’, que es prácticamente
igual a la consenso CS-6, desde donde se mapearon los principales puntos de iniciación de¡ la cadena retrasada en este replicón (Fig. 59). Como dichos sitios presentan una ubicación
análoga a los de pLSl (hacia la izquierda del lazo de la horquilla del origen), se podría¡ plantear que, al igual que en el caso anterior, esta secuencia conservada también tenga que
ver con el fin de la transcripción de los ‘primer” en pE194. Del mismo modo, se podría
hacer extensiva esta propuesta a pC22 1, pC194 y los demás replicones que lleven la
secuencia CS-6 en su origen.
Sin embargo, y contrariamente con lo que sucede en S. aureus, se ha visto que las
U . mutaciones en esta región prácticamente no alteran el patrón de iniciación de la cadena
retrasada de pLSl en £ pttewnoniae (Fig. 39), es decir, que probablemente tampoco alteren¡ significativamente la longitud de los sintetizados a partir de este origen. Este hecho
podría tener una explicación, ya que es posible que la presencia de los factores específicos
que hacen que la replicación de esta cadena sea muy eficiente en pneumococos, intervengan
además, en atenuar los efectos de las mutaciones en dicha región. De todas formas, se haU visto que los cambios generados en la secuencia CS-6 de pLSl hacen menos eficiente la
función del ssoA en este huésped, ya que estos derivados acumulan una cantidadU considerablemente mayor de formas ssDNA que el plásmido sivestre, itt vivo (Fig. 23). En
conjunto, estos datos indican que, aunque la región conservada CS-6 no es imprescindibleu
para la función del ssoA, parece tener cierta participación en el proceso de transición desde
el RNA cebador al DNA de la cadena retrasada, al nivel de la terminación de la síntesis del¡
“primer”, al menos en huéspedes distintos al original como ocurre para pLSl en fi. subtilis
—~1
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y S. aureus. En el caso de los plásmidos pTl8l y pSN2, que carecen de una secuencia JI
homóloga a CS-6, también se mapearon los sitios mayoritarios de iniciación de la cadena JI
complementaria en una zona cercana y hacia la izquierda del lazo de la horquilla (Fig. 59).
Estos plásmidos comparten una secuencia de 14 nt (5’-TGGGA’ITAAT(C/T)CCA-3’), JI
localizada alrededor del punto de simetría palindrómico del ssoA, la cual podría tener la
misma función planteada para CS-6. De todas formas, aun no existen evidencias JI/experimentales que involucren esta segunda región, conservada en otros plásmidos con
replicación RC, además de pTl8l y pSN2 (Fig. 2), con la función de estos orígenes. JI
JI3. ROL DE Spn Poil EN LA REPLICACIÓN DE PLASMIDOS
DERIVADOS DE pMVLSS JI
Los resultados obtenidos en este trabajo, definen la acción de la DNA polimerasa 1 JI
de S. ptteumoniae (Spn PolI) en el inicio de la replicación a partir del ssoA de pLSI. Hasta JIatora, sólo se había visto la participación de la DNA polimerasa 1 del huésped en el inicio
de la replicación de plásmidos con replicación tipo e como ColEl y otros miembros de la JIfamilia de pMBl. En este caso, la actividad polimerásica de la DNA polimerasa 1 de E. coli
(Eco PolI) es la responsable de extender el “primer” sintetizado en el oh, durante el proceso JI
de síntesis de la cadena líder del plásmido (Itoh y Tomizawa, 1980). Por lo tanto, pLS1
constituye el primer caso de plásmidos con replicación RC, en donde se determina la JI
intervención directa de la DNA polimerasa 1 bacteriana en su proceso replicativo. Para los
colifagos de cadena sencilla, se había descrito la participación de la actividad exonucleásica JI
5’ — 3’ y polimerásica de Eco Polí durante la eliminación del RNA cebador de la cadena
retrasada y sustitución del mismo por dNTPs después de que la conversión ss —~ dsDNA JI
fágica hubiera tenido lugar (Chen y Ray, 1976; DasGupta y Mitra, 1978). En ausencia de
algunas de estas actividades se detectan moléculas de DNA bicatenarias incompletas, con JI
discontinuidades próximas al origen de replicación de la hebra (+).
u
La Spn Polí consta de dos dominios funcionales: uno con actividad polimerásica y
otro con actividad exonucleásica 5’ -. 3’ (López y cols., 1989), y carece del dominio con JI
actividad correctora 3’ —5’ presente en Eco PoIl (Díaz y cois., 1992a; Kornberg y Baker,
JI
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1992). La implicación funcional de Polí en el establecimiento y replicación de plásmidos que
replican vía círculo rodante había sido evidenciada por primera vez por Díaz y cols. (1994).u
Estos autores analizaron el comportamiento itt vivo de plásmidos conteniendo el replicón de
I pMV1S8 en estirpes de 8. ptteumottiae y E. coli donde se había mutadó el gen polA, que
codifica para este enzima. El efecto de transformar una cepa de pneumococos que contenga
alterada la actividad polimerasa del enzima, con el DNA de pLSl o derivados de éste, se¡
manifiesta en: í) la reducción de la frecuencia de establecimiento plasmídico, it) inestabilidad¡ segregacional y descenso del número de copias de los plásmidos que consigan replicar en
estas cepas mutantes, iii> acumulación intracelular de una cantidad hasta diez veces superior3 de formas ssDNA plasmídicas, y iv) discontinuidades de las cadena líder y retrasada
localizadas a nivel del dso y ssoA del plásmido (Díaz y cols., 1994). Estos hechos involucran
U claramente la acción de la actividad polimerasa de Spn PolI en el establecimiento y
replicación de estos plásmidos, tanto de la cadena líder como retrasada.
Otra manifestación de la deficiencia de esta polimerasa, en cuanto al establecimiento3 plasmídico, es la formación de colonias pequeñas durante la selección inicial, con antibiótico,
de células transformadas. Se piensa que ésto sea el resultado de un enlentecimiento en el3 llenado del “pooí’ plasmídico en las células bacterianas, como consecuencia de los defectos
en su replicación. Por otro lado, los mismos autores habían visto que la presencia deU secuencias homólogas con el cromosoma de S. pnewnoniae en estos -plásmidos, obvian¡ parcialmente el requerimiento de la actividad polimerásica de Spn PolI durante la
transferencia plasmídica a estos huéspedes. Este fenómeno se explicó mediante la posible
actuación de alguno de los mecanismos de facilitación cromosómica propuesto por López yE cols. (1982), que permiten el establecimiento de plásmidos recombinantes en pneumococos.
Estos mecanismos se basan en el modelo de transformación genética propuesto por LacksU (1968) para la integración de DNA exógeno conteniendo secuencias -homólogas con el
cromosoma de pneumococos. Aquí se establece que el DNA donador es incorporado enu forma monocatenaria, debido a la acción de exo y endonucleasas que provocan la
degradación de una de las hebras del DNA. El DNA que es incorporado, se aparea con lau
hebra complementaria de la región homóloga del DNA cromosómico y se produce un¡ sobrecruzamiento recombinacional mediadp por la proteína homónima a RecA de E. colí
(Rhee y Morrison, 1988). El proceso de integración se completaría con la degradación
JI
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nucleolítica del fragmento de la hebra cromosómica desplazada y por unión, mediante la JI
DNA ligasa, de los extremos del DNA donador al DNA cromosómico. Según este modelo
de transformación, en ninguna de las etapas intervendría un proceso de síntesis reparadora JI
del DNA. Sin embargo, en el modelo propuesto para el establecimiento de plásmidos sin
homología con el cromosoma, donde es necesaria la incorporación por la bacteria de dos JI
hebras complementarias del DNA donador para regenerar una molécula íntegra de plásmido
(Saunders y Guild, 1981; López y cols, 1982), se requiere la acción de un enzirfia reparador JI
que restaure la integridad de las dos hebras complementarias del DNA, ya que en la entrada JIdel DNA plasmidico al interior celular se producen roturas que generan moléculas
monocatenarias no íntegras. Estas hebras se aparearían por las zonas complementarias y JI
generarían moléculas bicatenarias con regiones monocatenarias que serían reparadas por la
actividad polimerásica de Spn PoIl (Díaz, 1993). Este hecho explicaría la necesidad de este JI
enzima durante el establecimiento de plásmidos sin homologíacon el cromosoma bacteriano,
registrada para pLSl y pLS5 (Díaz y cols., 1994). JI
Por otro lado, dado que la actividad exonucleasa 5’ -. 3’ de Spn PolI es fundamental JI
para la viabilidad celular (Díaz y cois., 1992b) y por lo tanto no se pudieron conseguir cepas
mutantes en la misma, no se pudo establecer la función que tendría este dominio durante la JI
replicación de plásmidos con el replicón de pMV1SS en 8. pneumoniae (Díaz y cols., 1994).
Sin embargo, como se había visto que las actividades polimerásica y exonucleásica de Spn JI
Polí son intercambiables con las correspondientes funciones de Eco PolI (Díaz y cols.,
1992b), se realizaron los mismos experimentos en cepas de E. cdi conteniendo uno u otro JI
dominio enzimático alterado (Díaz y cols., 1994). Ésto permitió concluir a los autores que,
en este huésped, cada una de las actividades enzimáticas de Eco Polí intervienen en la JI
replicación de plásmidos con el replicón de pMV1S8. Para explicar los resultados que
involucraban a la PoIl en la replicación de estos plásmidos se habían postulado dos hipótesis. JI
La primera (Díaz, 1993), sugería que el holoenzima Pollil inicia la replicación de las hebras
líder y retrasada de pLS 1. Luego, el efecto obsrevado en la replicación del plásmido, en las JI
estirpes bacterianas con mutaciones en el gen po/A, serían consecuencia de la elevada
utilización de Pollil (o de alguna de sus subunidades) para sustituir a Polí, en el JI
procesamiento de los fragmentos de Okazaki durante la replicación cromosómica. Ésto
derivaría en la falta de Pollíl para iniciar la síntesis de ambas cadenas plasmídicas, lo que JI
JI
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explicaría la presencia de intermediarios de replicación que no hubiesen iniciado el proceso.
U La segunda, (Díaz y cols., 1994) plantea la posibilidad de que Polí inicie la replicación deambas cadenas del DNA plasmídico y posteriormente sea Pollil la que continúe el proceso
I de elongación de las hebras líder y retrasada. Esta teoría explicaría, al igual que la anterior,la presencia de discontinuidades a nivel de ambos orígenes de replicación y la ineficiencia
durante la conversión de ssDNA a dsDNA plasmídico, registrada itt vivo. Ambas propuestas1 y.coinciden en que, al igual que sucede durante el proceso replicativo de M13, la acividad¡ exonucleasa 5’ -. 3’ del enzima sea la encargada de degradar el RNA cebador de la cadena
retrasada y que la actividad polimerasa rellene con dNTP la zona resultante.
En este trabajo conseguimos precisar el nivel concreto de actuación de Spn Polí
I durante la replicación desde el ssoA de pLS1, lo que nos permitió apoyar la segunda de las
dos hipótesis planteadas (ver párrafo anterior), al menos en lo que se refiere a la síntesis de
I la cadena retrasada del plásmido. Además, la realización de ensayos de replicación itt vitro
nos han permitido valorar la participación de los dominios polimerasa y exonucleasa de Spn
I PolI en este proceso. En los experimentos de síntesis itt vino de la cadena retrasada
utilizando extractos de estirpes de 8. pneumoniae con mutaciones en el gen po/A que anulan
M ía actividad polimerasa de Spn PolI (MP547) o disminuyen, tanto ésta como la exonucleasa
5’ -* 3’ (MP560 y MP547, respectivamente) se pudo observar que cualquiera de estas
I alteraciones conducen a upa ineficiente iniciación de la replicación a partir del ssoA de pLS 1
(Fíg 45A). Esta deficiencia sólo se pudo corregir mediante la adición de la proteína Polí
M pura a la reacción, mientras que cuando se agregó solamente el dominio polimerásico del
enzima (Pol1c269), no se consiguió ningún cambio demasiado significativo. Ésto indica que
U se requiere la función del enzima completo para que la replicación de la cadena retrasada de
pLS 1 tenga lugar en este sistema. Se podría sugerir entonces, que la proteína Pollíl delU huésped, encargada de la síntesis de la hebra complementaria del ssDNA plasmidico, sería
I incapaz de extender el extremo 3’-OH de las moléculas de RNA cebadoras, debidoposiblemente a problemas estéricos en este origen, y por lo tanto, sea necesario la
M
participación de PolI para incoprorar los primeros dNTPs a dicha cadena. A continuación,
Pollil podría relevar la función de Polí y continuar la síntesis. Se ha demostrado la
U participación in vivo de Pollil en la síntesis del DNA de pTlSl, mediante la adición de $hidroxifenil azouracilo, un potente inhibidor de este enzima (Majumder y Novick, 1988).
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JI
4. MODELO DE INICIACIÓN DE LA CADENA RETRASADA PARA
PLÁSMiII)OS CON UN ORIGEN ssoA JIJI
El modelo de iniciación que proponemos para la síntesis de la cadena complementaria
de plásmidos con replicación RC que contengan un origen de replicación tipo s,~oA, se basa JI
en los resultados obtenidos para pLSl (este trabajo) y de los obtenidos para pEl94 (Dempsey
y cols., 1995), reinterpretados más arriba. Según éstos, la RNAP bacteriana se uniría a una JI
secuencía promotora próxima a la región RSB del origen y sintetizaría RNA cebadores de
tamaños comprendidos entre 20 y 30 nt, dependiendo del huésped. Al igual que sucede para JI
la replicación de colifagos de cadena sencilla y en particular para M13, fd y fi (que
presentan un mecanismo de iniciación de la cadena complementaria similar al de estos JI
plásmidos), se requiere que el sso adopte una configuración espacial determinada para que
la interacción RNAP-DNA pueda tener lugar en el origen. En estos fagos, así como en el JI
caso de G4 y e)<174, se había visto la necesidad de SSB de E.coli para conseguir la
estructuración del sso y la síntesis específica de RNA cebadores de la cadena retrasada (ver JI
Introducción). Sin embargo, nuestros resultados difieren al respecto, ya que la presencia de
SSE en los ensayos de transcripción itt vino no favorece de forma significativa la síntesis de JI
RNA desde el ssoA de pUS 1. Por lo tanto, aquí la estructuración del origen no parece estar JI
determinada por SSE, sino por la propia secuencia de DNA de dicha región.
El mecanismo mediante el cual el RNA cebador es sintetizado no está aún bien JI
entendido y se supone que es bastante diferente al mecanismo de transcripción general. Por JI
ejemplo, existen evidencias de que el pRNA se mantiene como un híbrido estable asociado
al DNA molde (Geider y cols., 1978). En este caso, la estructura del tallo del DNA templado JI
no compite de manera obvia con el ‘primer” recién sintetizado. Esto contrasta con lo que
sucede normalmente después de la transcripción a partir de un promotor común en un DNA JI
bicatenario, en donde las cadenas de DNA se reanillan una vez transcurrido el proceso y el
RNA recién sintetizado es liberado. JI
Una vez sintetizado el o los “primer”, la DNA polimerasa 1 del huésped sería la JI
encargada de promover la síntesis de la hebra complementaria, mediante la extensión inicial
JI
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de estos pRNAs. Dado que en £ pneuniottiae se necesita para ello la actuación del enzima
I completo (Spn PolI), habría que explicar por qué su dominio polimerasa aislado (Pol1c269),cuya función en la síntesis de DNA se sabe que es muy eficiente (Pons y cols., 1991), noU es capaz por si mismo dé iniciar el proceso. Podría tratarse de una cuestión de conformación
enzimática, es decir, que fuese necesario que ambos dominios de Spn Polí (polimerasa y
exonucleasa 5’ -. 3’) necesiten estar acoplados para conseguir una disposición funcional que
permita el reconocimiento del origen de replicación. Por otro lado, el hecho de que no seU haya podido detectar la presencia de pRNAs durante la replicación itt vitro de la cadena
retrasada de los plásmidos pTl81, pE194, pSN2 (en el sistema de 8. aureus; Dempsey y¡ cois., 1995) y pUS 1 (en el sistema de £ ptteunzottiae) da lugar a una serie de especulaciones
que podrían explicar esta situación. Por ejemplo, que en el proceso replicativo de la cadena¡ retrasada de plásmidos con replicación RC, actúe más de una molécula de Polí: una de ellas
podría elongar el “primer” en unos 80 a 100 nt, mientras que otra molécula reemplazaría este
pRNA por DNA recién sintetizado (ésta es la hipótesis que planteamos en nuestro modelo).
Alternativamente, podría existir en estos replicones, un mecanismo similar al definido para
la exonucleasa 5’ del fago T5 (Ceska y cols., 1996), en donde el pRNA podría deslizarse a
través del arco helicoidal formado en el dominio exonucleolítico de la proteína y ser¡ escindido simultáneamente por dicha actividad enzimática. En cualquiera de estos dos casos,
los RNA cebadores habrían sido eliminados rápidamente, lo que impediría su detección en
U el tiempo en que se realizaron los ensayos de replicación. La síntesis de la cadena retrasada
de estos plásmidos se completaría mediante la actuación de la DNA polimerasa III bacteriana
U y ligación de los extremos 5’ y 3’ de dicha cadena por la ligasa del huésped. Un esquema
del modelo de iniciación de la replicación a partir del ssoA que proponemos, se esquematiza¡
Zhang y cols. (1994), habían descrito que el plásmido de amplio rango de huésped
U pEP2, un derivado de pNG2 aislado de Corynebacterium diphtheriae y transferidoposteriormente a E. coli, cuyo mecanismo de replicación parece ser vía RC, requiere la DNA
polímerasa 1 bacteriana para su replicación. Las evidencias con las que cuentan, es que pEP2U
puede ser introducido en una cepa de E. coli (que contiene un alelo po/A sensible a la¡ temperatura), sólo a la temperatura permisiva, y el plásmido se pierde rápidamente cuando
se incuba el cultivo a la temperatura no permisiva (42 0C). Los autores no habían propuesto
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JIFigura 61. Modelo de iniciación de la replicación a partir de orígenes del tipo ssoA. Se representaesquemáticamente el ssoA de pLSI, indicándose las regiones conservadas RS11 y CS.é del mismo (A). Esta señal
sería reconocida por la RNAP del huésped, para lo cual requiere la presenciade la región RSB intacta. La unión
del enzima al DNA plasmídico seria en una zona homóloga a un promotor clásico (B). La RNAP sintetiza uno
o vanos “primer” tomando como molde la hebra de DNA opuesta a la que se une. A la altura de CS-é se
produce el relevo de la RNAP por una molécula de DNA polimerasa 1, la cual adicionaría unos pocos dNTPs
a la cadena complementaria (C). A continuación, o simultáneamente, otra molécula de DNA polimerasa 1
degradaría el o los pRNAs y la DNA polimerasa III bacteriana continuada la sintesis de la hebra retrasada a
partir del oligonucleétido generado por la PoIl, hasta completar el proceso replicativo (D).
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¡ una explicación a este hecho, incluyéndolo como una curiosidad en la discusión de sus
resultados. De acuerdo a los datos que disponemos sobre la replicación de este tipo de¡ plásmidos, podríamos sugerir dos posibles explicaciones al respecto. La más simple, sería
que a la temperatura no permisiva, se estuviese afectando la actividad de la proteína Rep delU plásmido, haciéndola menos eficiente para la replicación desde el dso. La otra, hacia la cual
nos inclinamos, estaría relacionada con el modelo de iniciación de la cadena complementariaU propuesto en este trabajo, donde la falta de Polí impediría la síntesis desde el Éso (y/o dso)
del plásmido. De ser así, podríamos generalizar la necesidad de Polí en el proceso replicativo¡ de varios plásmidos con replicación RC. Sin embargo, resta aún mucho por estudiar para
poder comprender el mecanismos de replicación de estos plásmidos, incluso es muy posibleU que se trate de mecanismos particulares (y no generales) que se lleven a - cabo dependiendo
del tipo de replicón y/o tipo de huésped bacteriano en donde éste se encuentre.
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Las conclusiones más importantes que se derivan de este trabajo, se resumen a
continuación.
1. El ssoA de pMVlS8 está limitado por las coordenadas 5150 y 5349 del plásmido.U La función de este origen de replicación depende del huésped, siendo muy eficiente en la
conversión ss -~ dsDNA en 8. ptteumottiae y poco eficiente en fi. subtills y S. aureus.
2. La RNAP bacteriana es el enzima encargado de sintetizar los RNA cebadores de¡ la cadena retrasada a partir del ssoA de pMV 158. Tanto la secuencia de las bases¡ desapareadas como la estructura local de la región RS11 son necesarias para que la RNAP
pueda interaccionar con el origen. Si se altera esta región mediante sustitución de
nucleótidos, la afinidad del enzima por el DNA disminuye notablemente y como consecuencia¡
los niveles de síntesis de la cadena complementaria descienden de forma considerable. La¡ RNAP de .8. su/ni/ls es capaz de sintetizar pequeños transcritos de unos 20 nt a partir de este
origen de replicación.
3. Si se sustituyen los nuclétidos conservados de la región CS-6, así como si se altera
U la estructura local del lazo formado en el ssoA de pMVL58, el patrón de síntesis de pRNAs
cambia dependiendo del tipo de mutación introducida. Este hecho podría estar relacionado
a una función de CS-6 en la terminación de la transcripción de los RNA cebadores.
¡ 4. La transición RNA -~ DNA durante la síntesis de la cadena retrasada del plásmido
tiene lugar en diversas posiciones del ssoA. Dichos puntos mapean en una región adyacente
U y hacia la izquierda (siguiendo la dirección de la replicación) de la secuencia CS-6, cuyas
posiciones especificas dependen del huésped. Así, la síntesis de DNA de la hebra retrasada¡ en 8. aureus ocurre desde al menos siete puntos contiguos de dicho origen, mientras que en
8. pneunzottiae, el mismo proceso tiene lugar a partir de cuatro sitios principales ubicados
U más distantes entre si. Mutaciones dirigidas a la región RS11 de este origen conducen a
eliminar la especificidad de inicio en la mayoría de los casos, mientras que las mutaciones
U dirigidas a la zona CS-6 de pMVI58 sólo vuelven inespecífica la iniciación en 8. aureus.
5. La especificidad con que tiene lugar la iniciación de la replicación de la cadena
u
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retrasada plasmídica no está relacionada con la eficiencia de síntesis de esta cadena en el u
mismo huésped. Así es que, aunque la eficiencia de replicación itt vivo a partir del ssoA de
pMV158 es muy baja en 8. aureus, ésta se inicia de forma específica desde puntos concretos
del origen. JI
6. Se necesita la acción conjunta de ambos dominios de la DNA polimerasa 1 de 8. JI
pneumoniae (polimerasa y exonucleasa 5’ -. 3’) para que pueda tener lugar la replicación a
partir del ssoA de pMV158. Este hecho pone de manifiesto la participación del enzima JI
completo en las etapas iniciales de síntesis de la cadena retrasada plasmídica. JI
7. La región que comprende al ssoA de pMVl58 confiere estabilidad segregacional
a plásmidos inestables derivados de éste, en £ pneumoniae y fi. su/ni/ls. Ésto indica que en JI
esta zona, o asociada a ella, podrían encontrarse elementos que favorezcan la segregación
plasmídica a las células hijas durante la división celular. Por lo tanto, esta señal podría JI
considerarse como un elemento que favorece la colonización de nuevas bacterias.
u
8. El ssoU de pMVl58 es muy eficiente en la conversión ss -. dsDNA del plásmido
en los huéspedes gram(+) ensayados, como £ pneumoniae, fi. subtilis y 8. aureus. Así JI
pues, se podría considerar también esta señal de replicación como un elemento que puede
favorecer la colonización de nuevas bacterias. .. JI
9. El mecanismo de iniciación de la cadena complementaria a partir del ssoU de JI
pMV1S8 depende de la RNAP bacteriana.
JI
10. La síntesis de la cadena retrasada (transición RNA -~ DNA) a partir del ssoU de
pMVl58 se inicia desde un único punto, C situada en la coordenada 3448 del plásmido. Este JI
punto coincide con el sitio de iniciación mapeado por Dempsey y cols. (1995) a partir del
ssoU de pUBliO, indicando que, además de contar con secuencias nucleotidicas casi JI
idénticas, existe una homología funcional exacta de ambos orígenes de replicación.
u
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